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© Physiologisch vertraglicher und physiologisch abbaubarer, Kohlenhydratrezeptorblocker auf 
Polymerbasis, ein Verfahren zu seiner HersteMung und seine Verwendung. 

© Die Erfindung betrifft physiologisch vertragliche und physiologisch abbaubarer Kohlenhydratrezeptorblocker 
auf Polymerbasis mit einem HLBM/Vert von 10 bis 20 enthaltend: 

Kohlenhydratanteil - bifunktionellen Spacer - hydrophiles, biodegradables Polymer - Wirkungsverstarker, wobei 
der aus 1 bis 20 naturlich vorkommenden gleichen oder verschiedenen Monosaccharidbausteinen bestehende 
Kohlenhydratanteil via ein oder mehrere bifunktionelle Spacer, der ein naturliches oder synthetisches Molekul ist, 
an ein hydrophiles, biodegradabeles Polymer gekoppelt ist, wobei das Polymer seinerseits Trager ein oder 
mehrerer Spacer ist und das hydrophile, biodegradable Polymer aufierdem mit dem Wirkungsverstarker 
verbunden ist, welcher ein Vernetzer, ein oder mehrere Gruppen mit hydrophoben, hydrophilen oder ionischen 
Eigenschaften oder ein Loslichkeitsverbesserer ist ein Verfahren zur Herstellung sowie seine in vivo Verwen- 
dung fur die Blockierung kohlenhydraterkennender Rezeptoren. 

Der Kohlenhydratrezeptorblocker ruft in vivo weder in seiner Gesamtheit noch in Form von Abbauprodukten 
Unvertraglichkeitsreaktion hervor. 
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Die Erfindung betrifft polymere Kohlenhydratrezeptorblocker, die in vivo weder in ihrer Qesamtheit noch 
in Form von Abbauprodukten Unvertraglichkeitsreaktionen hervorrufen, ihr Herstellungsverfahren sowie ihre 
in vivo Verwendung fur die Blockierung kohlenhydraterkennender Rezeptoren. 

Die Bedeutung der Kohlenhydrate im Rahmen physiologisch relevanter Erkennungsprozesse ist erst in 
5 den letzten Jahren naher untersucht und entschlusselt worden (T. Feizi, Biochem. J. 1987, (245), 1; C.L.M. 
Stults et. al. Meth. Enzym. 1989, (179) 167; S. Hakamori, Adv. Cancer Res. 1989, (52), 257; MP. Bevilacqua 
et. al., Science 1989, (243), 1160). 

Man erkannte, daB die Kohlenhydrate, neben den Proteinen und Nucleinsauren, der dntte wichtige 
Informationstrager des Lebens sind, da sie in der Regel eine groBe Anzahl von Stereozentren besitzen, die 
70 eine Vielzahl von Informationen beinhalten konnen. Ihre Anordnung auf der Zelloberflache in Form von 
Liganden errnoglicht ihnen, aufgrund von Rezeptor-Ligandenbindungen, eine entscheidende Rolle bei der 
interzellularen Kommunikation und damit auch bei interzellularen Erkennungsprozessen zu spielen, 

Grundsatzlich ist eine interzellulare Kommunikation aufgrund von Rezeptor-Ligandenbindung moglich: 
Wasserlosliche Signalmolekiile, also Neurotransmitter, Proteinhormone, Wachstumsfaktoren, binden spezi- 
75 fisch an integrale Membrarnproteine (= Rezeptorproteinen), die sich auf der Zelloberflache befinden. 
Nachdem der Zelloberflachenrezeptor das Signalmolekul (Ligand) gebunden hat, wird ein Signal in das 
Zellinnere transportiert, urn damit Anderungen im Stoffwechsel der rezeptortragenden Zelle auszulosen. 
Nach einer variierenden Anzahl von Stunden wird durch metabolischen Abbau des Rezeptor-Ligandenkom- 
plexes der Zellstoffwechsel wieder auf den Zustand vor der Komplexbildung umgeschaltet (Molecular 
20 Biology Of The Cell, 3. Auflage, Bruce Alberts et al., Garland Publishing, Inc., New York, USA, S. 733). 

Kohlenhydratliganden auf Oberflachen von Saugerzellen (einschliefilich der menschlichen Zelten) smd 
Erkennungsdomanen fur Viren (z. B. J.C. Paulson, The Receptors, Vol, II. Ed.: P.M. Conn, Academic Press, 
1985 131) Bakterien (z. B. Stromberg et: al. EMBO J. 1990. (9), 2001), Toxine (z. B. K.A. Karlsson et. al. 
Sourcebook of Bacterial Protein Toxins, Eds. J.E. Alouf, J.H: Freer, Academic Press, 1991, 435) und Lectine 
(z B. M.-F. Michel et.al. Appl. Environ. Microbiol. 1990, (56), 3537). Demzufolge spielen sie eine 
entscheidende Rolle bei der Einleitung von Krankheiten, die auf der Erkennung solcher Zelloberflachende- 
terminanten beruhen (bakterielle und virale Infektionen, entzundiiche Erkrankungen, etc.). 

Grundsatzlich lauft folgender Mechanismus ab: 
Der erste Schritt ist die Anlagerung des Virus an die Zellmembran der zu infizierenden Zelle. Dabei heften 
sich die viralen Spikeproteine spezifisch an Liganden auf der Zellmembran an. Diese Spikeproteine smd im 
allgemeinen Glykoproteine mit Rezeptorfunktion. Im zweiten Schritt wird das Virusgenom uber einen 
komplexen Mechanismus in die Zelle aufgenommen. Z. B. wurde fur Infektionen mit Influenzav.ren geze.gt, 
daB zu Infektionsbeginn sich das Virus mit. Hilfe des Glycoproteins Haemaglutinin (= Rezeptor) an 
spezifische Liganden der Zelloberflache heftet (Virology, Dulbecco, R. and Ginsberg H. S., 2. Auflage, S. 
35 2 23). 

Auch die bakterielle infektion lauft im Prinzip nach dem oben dargestellten Mechanismus. 

Rezeptor-Ligandenkomplexe spielen auch bei Entziindungsprozessen eine Rolle [B.K. Bradley et al.. 
Cell 1990 (63), 861]. Untersuchungen haben beispielsweise gezeigt, daB das von Endothelzellen syntheti- 
sierte und exprimierte Protein ELAM 1 (= Rezeptor) in vivo wahrscheinlich die Anhaftung von Leukocyten 
40 via einen Liganden am Entzundungsherd vermittelt. 

Die Therapie bakterieller Oder viraler Erkrankungen mit freien Oligosacchariden, die anstelle der 
naturlichen Liganden an Rezeptoren, wie z. B. auf Viren oder bakteriellen Zellen binden sollen, scheitert an 
den sehr hohen Mengen des zu verabreichenden Oligosaccharids, da die Affinitat zwischen den Rezeptoren 
und den Oligosacchariden gering ist [K D = - 10~ 4 M bei der Wechselwirkung zwischen einem monovalen- 
45 ten Galactosid und dem entsprechenden Lectin; D.T. Connolly et. al. J. Biol. Chem. 1982, (257), 939]. 

Es ist bekannt, daB eine erhohte Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand durch die Kopplung 
mehrerer Liganden auf einer "Oberflache" erreicht wird. Am Beispiel der Wechselwirkung zwischen dem 
Virusprotein Hemaglutinin, das an Neuraminsaure auf der Zelloberflache bindet, wurde gezeigt, wie sich 
dieser polyvalente Eftekt durch Verwendung eines Polymers auf eine solche Wechselwirkung auswirkt 
[monovalent: K D = 2 x 10~ 4 M, polyvalent: K D = 3 x 10' 7 M; A. Spaltenstein et al. J. Am. Chem. Soc. 
1991, (113), 686]. 

Als "Oberflache" wurden bisher 

a) Liposomen [N. Yamazaki, Int. J. Biochem., 1992, (24), 99] 

b) Polyacrylamide 
55 c) Polylysine oder 

.d) sulfatierte Polysccharide 
untersucht: 
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a) Liposomen werden sowohl aus ZellprSparationen gewonnen als auch aus synthetischen Lipiden 
hergestellt. Der Ligand, z. B. ein Kohienhydrat, wird auf der Liposomenoberflache prasentiert, in dem ein 
hydrophober Alkyirest am Kohlenhydrat unter Ausnutzung hydrophober Wechselwirkungen in die Liposo- 
menmembran integriert wird. Nachteilig bei der Verwendung von Liposomen als Oberflache ist ihre 
geringe Stabilitat in vivo und kurze Verweildauer im'Blutkreislauf. Liposomenpraparationen werden neben 
anderen oligomeren und polymeren Prasentationsformen des Kohlenhydratanteils in WO 91 /1 9501 und 
WO 91/19502 beschrieben. 

b) Polymere auf Polyacrylamidbasis, die durch Polymerisation kohlenhydrathaltiger Monomerer herge- 
stellt werden, sind als Trager von Liganden sind fur eine medizinische Anwendung nicht geeignet. Der 
Polymeranteil besteht ausschlieBlich aus C-C-Bindungen. Der entscheidende Nachteil bei in vivo diagno- 
stischen/therapeutischen Verwendung besteht darin, daB sie im Organismus zu toxischen Metaboliten 
abbaubar und somit in vivo unvertraglich sind. 

Beispiele fur solche Publikationen sind: 

- R.C Rathi et. al. [J. Polym. Sci.: Part A: Polym. Chem. 1991, (29), 1895] beschreiben die 
Polymerisation kohlenhydrathaltiger Acrylamidmonomere fur eine Anwendung als Wirkstofftrager. 

- S.-l. Nishimura et. al. [Macromolecules 1991, (24), 4236] beschreiben copolymerisierte Pentylgly- 
coside mit Acrylamid und untersuchen die Wechselwirkung dieses Makromolekuls mit Lektinen. 

Sowohl R.C. Rathi et al. wie auch S.-l. Nishimura et al. verwenden das Polymer nur als Trager fur 
einen Kohlenhydratteil und ein pharmakologisch wirkendes Makromolekul. Das Wirkprinzip beruht auf 
einer moglichst spezifischen Rezeptor-Ligandenbindung, damit das pharmakologisch wirkende Makromo- 
lekul am Wirkort freigesetzt werden und seine Wirkung entfalten kann. 

c) Polylysin besteht grundsatzlich aus physiologisch gut vertraglichen, also nicht toxischen Bausteinen. 
Nachteilig am Polylysin sind jedoch die Vielzahl seiner freien NH 2 -Gruppen, die unspezifische Wechsel- 
wirkungen mit Zellen oder Zelloberflachenstrukturen verursachen, so da!3 bei Polylysin-Pharmakonjuga- 
ten ublicherweise keine spezifische Wirkung des Pharmakons an dem Wirkort zu erreichen ist. 

d) Die Zelladhasion bei Verwendung von ublichen sulfatierten Polysacchariden resultiert aus wenig 
spezifischen ionischen Wechselwirkungen, so daS eine unspezifische Adhasion auf beliebigen Zellober- 
flachen auftritt. Diese Makromolekule enthalten keinen spezifischen Rezeptorblocker. 

Die europaischen Offenlegungsschriften 0 089 938, 0 089 939 und 0 089 940 beanspruchen Zuckerver- 
bindungen unterschiedlicher Kettenlange, die identisch den auf Zelloberflachen befindlichen Liganden bzw. 
den auf Mikroorganismen befindlichen Rezeptoren sind. Der Erfindungsgedanke o. g. Offenlegungsschriften 
ist, die auf den Mikroorganismen befindlichen Rezeptoren durch die beanspruchten Zuckerverbindungen in 
vitro und in vivo zu blockieren, urn damit Erkrankungen, vorallem bakterieller oder viraler Natur, von 
Saugern, insbesondere des Menschen, diagnostizieren und therapieren zu konnen. Beispiele fur die in vitro 
Diagnose von bakteriellen Infektionen sind vorhanden, nicht jedoch fur in vivo Diagnose oder Therapie. 

Es w ® rden auBerdem in o. g. Offenlegungsschriften Zuckerverbindungen beansprucht, die an einen 
Trager - ggf. via Spacer - gekoppelt sind. Der Komplex Zuckerverbindung-(Spacer)-Trager oder die 
Zuckerverbindung alleine wird zur Herstellung von Antikorpern, Isolierung von Zelloberflachenstrukturen und 
Wunddesinfektion verwendet. 

Weiterhin wurden auch die Wechselwirkungen von Dextran-fixierten £-Blockern mit £-Adrenorezeptoren 
untersucht (J. Pitka, J.W. Kusiak, in "Macromolecules as Drugs and as Carriers for biologically active 
Material", Ed.: D.A. Tirell, LG. Donaruma, A.B. Turek; The New York Academy of sciences, Vol. 446, p. 
249). ^-Blocker sind kunstliche Wirkstoffe, die im vorliegenden Fall uber einen Spacer an den Polysaccha- 
ridtrager Dextran gebunden sind. Die Blockierung der ^-Adreno rezeptoren erfolgt nicht uber eine spezifi- 
sche Rezeptor-Ligandenbindung, sondern uber eine vergleichsweise unspezifische Kopplung des Wirk- 
stoffs. 

In der Patentanmeldung WO 92/02527 wird ein Makromolekul beansprucht, welches aus einem Trager 
und Saccharidbausteinen aufgebaut ist und als Ligand fur den ELAM-1 Rezeptor fungiert, urn durch die 
Rezeptor-Ligandenbindung entzundliche Prozesse zu diagnostizieren. Die Diagnostik wird in vitro, nicht 
jedoch in vivo durchgefuhrt. Die Saccharidbausteine werden von einem festen Trager getragen. Unter 
einem "festen Trager" versteht der Fachmann Verbindungen, die sich gegenuber physiologischen Syste- 
men inert verhalten mGssen, da nur dann in vitro Diagnosen moglich sind. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Kohlenhydratrezeptorblocker mit verbesserter Wirksamkeit als Arzneimit- 
tel zu synthetisieren, die als Gesamtmolekul und als Abbauprodukte physiologisch vertraglich sind und die 
ihre diagnostische oder therapeutische Wirkung durch Blockierung spezifischer Strukturen entfalten. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi gelost durch Synthese eines Kohlenhydratrezeptorblockers auf 
Polymerbasis, der aus den physiologisch gut vertraglichen Komponenten: Kohlenhydratanteil - bifunktionel- 
ler Spacer - hydrophiles, biodegradabeles Polymer - Wirkungsverstarker besteht, wobei die einzelnen 
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Komponenten enzymatisch, chemisch und/oder chemoenzymatisch verknupft sind, der Kohlenhydratrezep- 
torblocker im Organismus nicht Oder kaum akkumuiiert wird und seine diagnostische Oder therapeutische 
Wirkung durch Blockierung spezifischer Strukturen als Gesamtmolekul entfaltet. 

1. Ein physiologisch vertraglicher und physiologisch abbaubarer Kohlenhydratrezeptorblocker auf Poly- 
5 merbasis mit einem HLB*-Wert von 10 bis 20 enthaltend: 

Kohlenhydratanteil - bifunktionellen Spacer - hydrophiles, biodegradables Polymer - Wirkungsverstarker, 
wobei der aus 1 bis 20 naturlich vorkommenden gleichen oder verschiedenen Monosaccharidbausteinen 
bestehende Kohlenhydratanteil via ein oder mehrere bifunktionelle Spacer, der ein naturliches oder 
synthetisches Molekul ist, an ein hydrophiles, biodegradabeles Polymer gekoppelt ist, wobei das 
io Polymer seinerseits Trager ein oder mehrerer Spacer ist und das hydrophile, biodegradable Polymer 
auBerdem mit dem Wirkungsverstarker verbunden ist, welcher ein Vernetzer, ein oder mehrere Gruppen 
mit hydrophoben, hydrophilen oder ionischen Eigenschaften oder ein Loslichkeitsverbesserer ist 

2. Physiologisch vertraglicher und physiologisch abbaubarer Kohlenhydratrezeptorblocker auf Polymer- 
basis mit einem HLB*-Wert von 10 bis 20, erhaltlich durch kovalente chemische, chemoenzymatische 

75 und/oder enzymatische Verknupfung der folgenden Komponenten: 

- Kohlenhydratanteil aus 1-20 naturlich vorkommenden, gleichen oder verschiedenen Monosaccha- 
rid-Bausteinen, 

- bifunktionellem Spacer, der ein naturliches oder synthetisches Molekul ist, 

- hydrophiles, biodegradables Polymer sowie 

20 - Wirkungsverstarker, der ein Vernetzer, ein oder mehrere Gruppen mit hydrophoben, hydrophilen 

oder ionischen Eigenschaften oder ein Loslichkeitsverbesserer ist. 

3. Ein Verfahren zur Herstellung des unter 1. genannten Kohlenhydratrezeptor-blockers, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daB Kohlenhydratantteil, bifunktioneller Spacer, hydrophiles, biodegradabeles Poly- 
mer und Wirkungsverstarker enzymatisch, chemisch und/oder chemoenzymatisch verknupft sind. 

25 4. Eine Verwendung des unter 1. genannten Kohlenhydratrezeptorblockers zur diagnostischen, therapeu- 
tischen oder prophylaktischen Anwendung. 
Die Erfindung wird im folgenden detailliert beschrieben, insbesondere in ihren bevorzugten Ausfuh- 
rungsformen. 

Der Kohlenhydratrezeptorblocker ist physiologisch vertraglich und hat vorzugsweise ein Molekularge- 
30 wicht von ^ 70 kd. Gut vertraglich bedeutet, daB durch den erfindungsgemaBen Kohlenhydratrezeptorblok- 
ker keine Unvertraglichkeitsreaktionen hervorgerufen werden, die das Wohlbefinden des Organismus 
. betrachtlich beeinflussen. 

Der Begriff "physiologisch vertraglich" wird wie folgt definiert: 
Der Kohlenhydratrezeptorblocker und das Polymer alleine durfen in vivo nicht schadigend fur den Organis- 
35 mus sein. Sie durfen also nicht hamolytisch, nicht antigen und nicht thrombogen wirken. 

AuBerdem sind unspezifische Adsorptionen an Molekule, wie z. B. Rezeptoren, Zeltmembranbestandtei- 
le, Hormone usw., unerwunscht, da auch sie zu Unvertraglichkeitsreaktionen fuhren konnen. 
Der Einsatz eines Spacers, der Unvertraglichkeitsreaktionen auslost, ist moglich, wenn der Kohlenhydratre- 
zeptorblocker als Ganzes oder seine in vivo entstehenden Abbauprodukte physiologisch vertraglich sind. 
40 Der Begriff "physiologisch abbaubar" wird wie folgt definiert: 

Der Kohlenhydratrezeptorblocker ist in vivo als ganzes Molekul ausscheidbar oder in vivo zu kleineren 
physiologisch, vertraglichen Bausteinen abbaubar, urn in dieser Form ausscheidbar (= biodegradabel) zu 
sein. Dies gilt insbesondere fur das Polymer. 

Ober die Abbaubarkeit des Kohlenhydratrezeptorblockers in vivo wird die Verweildauer des Kohlenh- 
45 ydratrezeptorblockers am jeweiligen Rezeptor und damit die Wirkzeit des Kohlenhydratrezeptorblockers 
gesteuert. So kann z. B. Ober die Wahl der Polymerbausteine und deren Verknupfung die Abbaubarkeit 
gesteuert werden. Bei OberschuB des Blockers kann so eine Akkumulation im Organismus verhindert 
werden. 

Die Begriffe "Rezeptor" und "Ligand" werden wie folgt definiert: 
so Der Rezeptor ist ein Makromolekul auf der Oberflache der Zelle, welches aufgrund seiner Konfiguration eine 
Bindungsstelle zur spezifischen Bindung einer, selten mehrerer Signalsubstanzen besitzt. Diese Signalsub- 
stanz wird als Ligand bezeichnet. Ziel der spezifischen Bindung des Liganden an den Rezeptor ist die 
InformationsObertragung in die Zelle und anschlieBende Zellstoffwechseianderung. 
Definition des HLB*-Wertes: 

55 Die Hydrophilie des erfindungsgemaBen Kohlenhydratrezeptorblockers wird Ober den HLB*-Wert charakteri- 
siert. Der HLB*-Wert definiert das Verhaltnis der hydrophilen und hydrophoben Anteiie eines Molekuls mit 
Hilfe der Skala von 1-20 (R. Heusch, Kolloid-Zeitschrift und Zeitschrift fur Polymere, Bd. 236, Heft 1, S. 31 
ff.). 

4 
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Der HLBM/Vert des erfindungsgemaGen Kohlenhydratrezeptorblockers liegt im vorliegenden Fall von 10 
bis 20, vorzugsweise jedoch von 14 bis 20. 

Als Oligosaccharide werden Zucker definiert, die aus £ 20 naturlich vorkommenden Monosaccharidbau- 
steinen bestehen. 

Der Begriff "Polymerbasis" bedeutet, da6 das Polymer ein Bestandteil des Kohlenhydratrezeptorblok- 
kers ist, der mit den weiteren Bestandteilen Spacer und Wirkungsverstarker verknupft ist, 
Definition des Begriffes "Belegungsgrad des Polymers mit dem Kohlenhydratanteil via Spacer": Der 
Belegungsgrad gibt den prozentualen Anteil (in %) der Repetiereinheiten des Polymers, an die der 
Kohlenhydratanteil via Spacer geknupft ist. Der prozentuale Anteil ist bezogen auf die Gesamtheit der 
Repetiereinheiten. 

Unter Repetiereinheiten versteht man die kleinste, regelmassig wiederkehrende Einheit, die den Abbau 
einer Kette vollstandig beschreibt (Makromolekule, Bd. 1, 5. Auflage, Huthig & Wepf Verlag, Basel, 
Heidelberg, New York, 1990). 

"Loslichkeitsverbesserer" ist eine chemische Gruppe, die die Loslichkeit des Kohlenhydratrezeptorblok- 
kers verbessert. 

Charakteristisch fur den erfindungsgemaGen Kohlenhydratrezeptorblocker ist, da/3 er seine Funktion als 
. Rezeptorblocker als Gesamtmolekul und nicht aufgrund der Wirksamkeit von Teilstrukturen ausubt. Daraus 
folgt, daB der Kohlenhydratanteil in gekoppelter Form aktiv ist und der Pblymeranteil nicht nur als 
"Transportvehikel" zum Rezeptor sondern auch als aktiver Tell fungiert. 

Die Synthese des Kohlenhydratrezeptorblockers erfolgt im LabormaGstab. Das bedeutet, der erfindungs- 
gemafie Kohlenhydratrezeptorblocker wird in Milligrammenge bis Grammenge synthetisiert, wahrend die fur 
seine Synthese notwendigen Zwischenprodukte, d.h. das hydrophile biodegradable Polymer, der bifunktio- 
nelle Spacer und der Wirkungsverstarker in Gramm- bis Kilogrammenge hergestellt werden konnen. Eine 
Ausnahme bildet jedoch der Kohlenhydratanteil. Er kann lediglich in Milligrammenge bis zu einem Gramm 
synthetisiert werden. Hier sind die literaturbekannten Synthesekonzepte zur Herstellung von Oligosacchari- 
den so angelegt, da/3 nach einer Reaktion, die ublicherweise nicht mit quantitativer Ausbeute verlauft, das 
erhaltene Produktgemisch saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt wird. 

Dieses Reinigungsverfahren ist zur Herstellung von Mengen, die dem industriellen Bedarf entsprechen, im 
allgemeinen zu teuer und aufwendig und wird hochstens zur Reinigung von Endprodukten oder wertvollen 
Zwischenprodukten eingesetzt. Daruber hinaus werden zur Synthese von Oligosacchariden sehr haufig 
Schwermetallverbindungen eingesetzt. 

Ihr Einsatz fur die Synthese von Stoffen mit pharmazeutischer Wirkung ist im Hinblick auf eine zukunftige 
Zulassung des Kohlenhydratrezeptorblockers als Arzneimittel sehr bedenklich. 

KOHLENHYDRATANTEIL: 

Als Kohlenhydrate werden alle Verbindungen definiert, die entsprechend der Formel C n (H 2 0) n aufge- 
baut sind, sowie Polyhydroxyaldehyde, -ketone, -sauren und -amine sowie deren naturlich vorkommende 
Derivate. 

Der Kohlenhydratanteil besteht aus 1-20 naturlich vorkommenden Monosaccharidbausteinen. Vorzugs- 
weise werden 1-15 und besonders bevorzugt 1-10 naturlich vorkommende Monosaccharidbausteine verwen- 
det. 

Naturlich vorkommende Monosaccharidbausteine sind dem Fachmann aus Standardwerken der organi- 
schen Chemie Oder der Biochemie, so z. B. aus: Beyer/Walter, "Lehrbuch der organischen Chemie", S. 
Hirzel Verlag Stuttgart, 19. Auflage, S.393 ff.; Albert L. Lehninger, "Biochemie", 2. Auflage, S. 201 ff., VCH- 
Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland oder Lubert Stryer, "Biochemie", Spektrum-der-Wissenschaft- 
Verlagsgesellschaft GmbH, Heidelberg, Deutschland, 1. Auflage, S. 345 ff., bekannt. Beispiele fur Monosac- 
charidbausteine sind die D- bzw. L-Konfigurationen von Aldosen: 

- Glycerinaldehyd, Erythrose, Threose, Ribose, Arabinose, Xylose, Lyxose, Allose, Altrose, Glucose, 
Mannose, Gulose, Idose, Galactose und Talose; 

und/oder 
. von Ketosen: 

- Dihydroxyaceton, Erythrulose, Ribulose, Xylulose, Puscose, Fructose, Sorbose und/oder Tagatose. 
Der Begriff "naturlich vorkommende" Monosaccharidbausteine schlieCt auch solche Monosaccharide 

ein, die naturlich vorkommende Substitutionen der angefuhrten Beispiele darstellen. Darunter versteht der 
Fachmann vorzugsweise Deoxyzucker, ganz vorzugsweise 2- : 3-, 4- oder 6-Deoxyaldosen, wie z. B. Fucose, 
Rhamnose, Digitoxase und/oder ganz vorzugsweise 2-, 3-, 5-, 6-Deoxyketosen, vorzugsweise Deoxyamino- 
zucker, wie z. B. Glucosamin, Manosamin, Galactosamin, vorzugsweise Deoxyacylaminozucker, wie z. B. N- 
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Acetylglucosamin, N-Acetylmanosamin, N-Acetylgalactosamin, vorzugsweise Aldon-, Aldar- und/oder Urc-n- 
sauren wie 2 B Giuconsaure Oder Glucuronsaure. Es konnen auGerdem verwendet werden: Ascorbinsau- 
re, Aminosaure-tragende Monosaccharide und Monosaccharide, die Lipid-, Phosphatidyl- oder Polyolrest 

5 • ^Unter "naturlich vorkommenden", substituierten Monosacchariden versteht der Fachmann auch solche 
mit einer Kohlenstoffkette, die langer als 6 C-Atome sind sowie deren nach den oben aufgefuhrten Kntenen 
substituierten Vertreter, wie 2. B. Ketodeoxyoctan-, Ketodeoxynonansaure, N-Acylneuramtnsauren, N-Acetyl- 
muraminsaure. 

Bevorzugt werden solche Kohlenhydratanteile, die auf Zelloberflachen als Bestandtei! von Glycoprote.- 
70 nen Giycolipiden oder Proteogiycanen vorkommen sowie beliebige Teilstucke daraus. 

Besonders bevorzugt sind solche Kohlenhydratanteile, die aus Monosacchariden bestehen, die auch im 
menschlichen Organismus vorkommen, wie Glucose, N-Acetylglucosamin, Galactose, N-Acetylgalactosamin, 
Mannose, Fucose, N-Acetylneuraminsaure und/oder Glucuronsaure. 

Die den Kohlenhydratanteii bildenden Monosaccharidbausteine konnen gleich oder verschieden sein. 
75 AuBerdem kann die Stereochemie der glycosdischen Verknupfung (axial oder aquatorial bzw. a oder fi) der 
einzelnen Monosaccharidbausteine gleich oder verschieden sein. 

Der gesamte Kohlenhydratanteii kann beispielsweise aus den folgenden Zuckerresten bestehen: 

Gal£1-4GlcNAc-; 

Ga!01-3GlcNAc-; 
20 SAc*2-6Gal£1 -4GlcNAc-; 

SAa2-3Ga1/31-4GlcNAc-; 

SAa2-3Gal/91 -3GlcNAc-; 

Gal£1-4(Fuca1-3)GlcNAc-; 

Gal01-3(Fucal-3)GlcNAc-; 
25 SAa2-3Gal£1-3(Fuca1-4)GlcNAc-; 

SAa2-3Ga!/31-4(Fuca1-3)GlcNAc-; 

Galj81 -4GlcN AcjSI -4GlcNAc-; 

Gal/31 -3GlcNAc/31 -4GlcNAc-; 

SAc*2-6Gal/S1-4GlcNAc/S1-4GlcNAc-; 
30 S Aa2-3Gal01 -4GlcNAc/31 -4GlcN Ac-; 

SAa2-3Gal01 -3GlcNAc/S1 -4GlcNAc-; 

Gal01 -4(Fuca1 -3)GlcNAc£1 -4GlcNAc-; 

Gal/31 -3(Fuca1 -4)GlcNAc/31 -4GlcN Ac-; 

SAa2-3GaljS1-3(Fuca1-4)GlcNAc01-4GlcNAc-; 
35 SAa2-3Gal)S1 -4(Fuca1 -3)GlcNAcjS1 -4GlcNAc-; 

SAa2-3Gal01-3(Fuca1-4)GlcNAc£1-4Gal-; 

SAa2-3Gal/S1 -4(Fuca1 -3)GlcN AcjS1 -4Gal-; 

SAa2-3Gal)S1-4GlcNAcjS1-3Gal/S1-4(Fuca1-3)GlcNAc; 

SAa2-6Gal^31-4GlcNAc^1-3Gal/31-4(FuCa1-3)GlcNAc; 
40 SAc*2-3Gal01-4(Futo1-3)GlcNAc01-3Gal£1-4Glc; 

SAa2-6GaljS1-4(Fuca1-3)GlcNAc01-3Gal01-4Glc; 

SAa2-3GaW1-4GlcNAc/51-3Gal/S1-4(Fuca1-3)GlcNAc/S1-3Gal^1-4Glc; 

SAa2-6Gal/S1-4GlcNAc^1-3Gal)S1-4(Fuca1-3)GlcNAc/31-3Gal^1-4Glc; 

SAa2-3Gal/31-4(Fuca1-3)GlcNAcjS1-3Gal^1-4(Fuca1-3)GlcNAc^1-3Gal^1-4Glc; 
45 SAa2-6Gal01 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/S1 -3Gal/51 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/S1 -3Gal01 -4Glc; 

SAa2-3Ga!jS1-4(Fuca1-3)GlcNAc)S1-3GaljS1-4(Fuca1-3)Glc; 

SAa2-6Gal/91 -4(FuCa1 -3)GlcNAc01 -3GaljS1 -4(Fuc«1 -3)Glc; 

SAa2-3Gal01 -4GlcNAc01 -3Gal£1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/S1 -3Ga!01 -4(Fuca1 -3)Glc; 

SAa2-6Gal)S1-4GlcNAc^1-3Gal/Sl-4(Fuca1-3)GlcNAC)S1-3Gal^1-4(Fuca1-3)Glc; 
50 SAa2-3Gal01 -4(Fuca1 -3)GlcNAc01 -3GaljS1 -4(Fuca 1 -3)GlcNAc/31 -3Gal01 -4(Fuca1 -3)Glc; 

SAa2-6Gal/31 -4(Fuca1 -3)GlcNAcjS1 -3GaIjS1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/S1 -3Gal^1 -4(Fuca1 -3)Glc; 

SAa2-3GaljS1-3(Fuca1-4)GlcNAc; 

SAa2-6Gal01-3(Fuca1-4)GlcNAc; 

SAa2-3Gal/51-3GlcNAc)S1-4Gal^1-4(Fuca1-3)GlcNAc; 
55 SAa2-6Gal01 -3GlcNAc01 -4Gal£1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc; 

SAa2-3Gal/51 -3(Fuca1 -4)GlcNAc01 -3Gal01 -4(Fuca 1 -3)G!cNAc; 

SAa2-6Gal^1-3(Fuca1-4)GlcNAc/31-3Gal/S1-4(Fuca1-3)GlcNAc; 

SAa2-3Gal£1 -3(Fuca1 -4)GlcNAc01 -3Gal01 -4Glc; 
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SAa2-6Gal/31 -3(Fuc«1 -4)GlcNAc£1 -3Gal£l -4Glc; 

SAa2-3Gai^1-3GlcNAc^1-4Gal)S1-4(Fuca1-3)GlcNAc/31-3Ga^1-4G!c; 

SAa2-6Gal0 1 -3GlcNAc/8 1 -4Gal£ 1 -4(Fuca 1 -3)GlcN Ac/S 1 -3Gal,S 1 -4Glc; 

SAa2-3Galj31 -3(Fuca1 -4)GlcNAc/51 -3Gal/31 -4(FuCa1 -3)GlcNAc/31 -3Gal/31 -4Glc; 
5 SAa2-6Gal)31-3(FuCQ f 1-4)GlcNAc)S1-3Gal^1-4(Fuca1-3)GlcNAc)91-3Gal/31-4Glc; 

SAa2-3Gal/S1-3(Fuca1-4)GlcNAc/S1-3Gal^1-4(Fuca1-3)Glc; 

SAa2-6Gal/S1 -3(Fuca1 -4)GlcNAc/S1 -3Gal^1 -4(Fuca1 -3)Glc; 

SAa2-3Gal/31 -3GlcNAc/?1 -4Gal£1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/S1 -3Gal/31 -4(Fuca 1 -3)Glc; 

SAa2-6Gal01 -3GlcNAc/S1 -4Gal£1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/91 -3Gal£1 -4(Fuca 1 -3)Glc; 
io SAa2-3Gal^1-3(Fuca1-4)GlcNAc/91-3Gal^1-4(Fuca1-3)GlcNAc/91-3Gal)31-4(Fuca1-3)Glc; 

SAa2-6Gal^1 -3(Fuca1 -4)GlcNAc/S1>3Gal^1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc/S1 -3Gal/S1 *4(Fuca1 -3)Glc; 

SA2-3Gal£1-4GlcNAc/31-3Galj31-3(Fuca1-4)GlcNac; 

SA2-6Gal0 1 -4GlcNAc/S1 -3Gal/S 1 -3(Fuca 1 -4)GlcNac; 

SA2-3Gal/S1 -4(Fuca 1 -3)GlcNAc/S1 -3Gal01 -3(Fuccr 1 -4)GlcNac; 
75 SA2-6Gal/31 -4(Fucc,1 -3)GlcNAc01 -3Gal^ -3(Fuca1 -4)GlcNAc; 

SAor2-3Gal01 -4GlcNAc/31 -3Gal/S1 -3(Fuc<*1 -4)GlcNAc£1 -3Gal/31 -4Glc; 

SAa2-6Gal/81 -4GlcNAc/91 -3Gal£1 -3(Fuc<*1 -4)GlcNAc/31 -3Gal01 -4Glc; 

SAar2-3Gal£1 -4<Fuca1 -3)GlcNAc£1 -3Gal01 -3(Fuc*1 -4)GlcNAc£1 -3Gal01 -4Glc; 

SAa2-6Gal£1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc,S1-3Gal01 -3(Fuca1 -4)GlcNAc£1 -3Gal01 -4Glc; 
20 SAa2-3Gal^S1 -4(Fuca1 -3)GlcNAc)S1-3Gal^1 -3(Fuc«1 -4)Glc; 

SAa2-6Gal)81-4(Fuca1-3)GlcNAc^1-3Gal^1-3(Fuca1-4)Glc; 

SAor2-3Gal^1 -4GlcNAc/31 -3Gal^1 -3(Fuca1 -4)GlcNAc/S1 -3Ga!/31 -4(Fuca1 -3)GIc; 

SAa2-6Gal^1-4GlcNAc^1-3Ga!^1-3(Fuca1-4)GlcNAc/51-3Gal^1-4(Fuca1-3)Glc; 

SAa2-3Gal£1-4(Fuca1-3)GlcNA^ 

25 SAa2-6Gal^1-4(Fuca1-3)GlcNAc)S1 : 3Gal^1-3(Fuca1-4)GlcNAc/81-3Gal/31-4(Fuc a 1-3)Glc. 
[GlcNAc01-3Gal£1-4] n GlcNAc-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 

fGlcNAc^l-3Gal^1-4] n GlcNAc^1-4GlcNAc-. wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 

Galfll^GlcNActfl-SGaltfl^JnGlcNAc-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 

Gal£1-3[GlcNAc/S1-3Gal£1-4] n GlcNAc-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 
30 SAa2-6Gal^1-4[GlcNAc^1-3Gal^1-4] n GlcNac- t wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 

SAa2-3Gal^1-4[GlcNAc/31-3Gal^l-4] n GlcNac-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 

SAa2-3Gal£1-3[GlcNAc01-3Gal01-4] n GlcNAc-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 4 bedeutet; 

Gal^1-4(Fuca1-3)GlcNAc^1-3[Gal/31-4(Fuca1-3) m -GlcNAc^1-3] n -Gal/S1-4GlcNAc-, wobei m eine Zahl aus 

der Reihe 0 bis 1 bedeutet und wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 4 bedeutet; 
35 Gal^l-^Fucal-^GIcNAc/SI-StGal/SI-^Fucal-SJm-GlcNAc^l-S^-Gal^l^GlcNAc-,' wobei m eine Zahl aus 

der Reihe 0 bis 1 bedeutet und wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 

SAa2-3Gal^1-3(Fuca1-4)GlcNAc/81-3[Gal)S1-4GlcNAc^-3] n -Gal/S1-4GlcNA-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 
1 bis 8 bedeutet; 

SAa2-3Gal/n-4(Fuca1-3)Glc^ wobe j m e jne Zahl 

40 aus der Reihe 0 bis 1 bedeutet und wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 2 bedeutet. 

Gal^1-4[GlcNAc/S1-3Gal)S1-4] n GlcNAc/S1-4GlcNAc-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 
Gal^1-3[GlcNAc/S1-3Gal^1-4] n GlcNAc^1-4GlcNAc-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet; 
SAa2-6Gal^1-4[GlcNAc/S1-3Gal^1-4] n GlcNAc/S1-4GlcNAc- ! wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 
bedeutet; 

45 SAa2-3Gal^1-4[GlcNAc^1-3Gal^1^] n GlcNAc/S1-4GlcNac-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeu- 
tet; 

SAa2-3Gal^1-3[GlcNAc/31-3Gal^1-4] n GlcNAc/S1-4GlcNac- > wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeu- 
tet; 

Gal£1-4(Fuca1-3)GlcNAc/31-3^ wobei m eine 

so Zahl aus der Reihe 0 bis 1 bedeutet und wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 4 bedeutet; 

Gal£l -3(Fucal -4)GlcNAc/?1 -3[Gal£l -4(Fucal -3) m GlcNAc/5l -3] n -Gal£l -4GlcNAc/n -4GlcNAc-, wobei m eine 

Zahl aus der Reihe 0 bis 1 bedeutet und wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 4 bedeutet; 

SAa2-3Ga!^1-3(Fuca1-4)GlcNAc/31-3tGa^1-4GlcNAc^1-3] n -Gal/S1-4GlcNAc^1-4GlcNAc-, wobei n eine Zahl 
aus der Reihe 1 bis 6 bedeutet; 

55 (GlcNAc/S1-3Gal01-4) n GlcNAc01-3Gal, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 8 bedeutet- 
SAa2-6Gal-; 

SAa2-6GaI/S1-4(GlcNAc/S1-3Gal^1-4) n GicNAc/S1-3Gal, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 10 bedeutet 
SAa2-3Ga!-; and 
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15 



SAa2-3Gal^l-4(GlcNAc^l>3Gal^l-4) n GlcNAc J 6l-3Gal-, wobei n eine Zahl aus der Reihe 1 bis 0 bedeutet. 

Beispiele fur bevorzugte Ausfuhrungsformen des Kohlenhydratanteils sind: Sialyl-Lewis X, Sialyl-Lewis 
A VIM-2 sowie die folgenden Blutgruppendeterminanten Lewis A, B, X, Y und A-Typ 1 , A-Typ-, B-Typ , B- 
Typ 2 und H-Typ 1 , H-Typ 2 (R.U. Lemieux, Chem. Soc. Rev. 1978, S. 423 und 1989, S. 347) 

Beispiele fur die besonders bevorzugte Ausfuhrungsform des Kohlenhydratanteils sind Sialyl-Lewis X, 

Sialyl-Lewis A oder VIM-2. . 
Die Formel von Sialyl-Lewis X lautet: NeuNAca2-3Gal01-4(Fuca1-3)GlcNAc und von S.alyl-Lew.s A: 

NeuNAca2-3Gal,S1-3(Fuca1-4)GlcNAc. Die Formel von VIM-2 lautet: 
NeuNAca2-3Gal/31-4GlcNAc/31-3Gal/31-4(Fuca1-3)GlcNAc; 

SPACER: 

Der Spacer ist eine physiologisch vertragliche, naturliche oder synthetische Verbindung, die die 
Aufgabe der raumlichen Trennung von Kohlenhydratanteil und biodegradabelem Polymer hat. Diese 
raumliche Trennung ist notwendig, urn sterische Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydratanteil und 
Polymer zu verhindern und damit eine optimale Zuganglichkeit des Liganden (Kohlenhydratanteils) fur e.nen 

Rezeptor zu gewahrleisten. . 

Urn eine Kopplung des Spacers an den Kohlenhydratanteil bzw. das Polymer zu gewahrleisten, muB 

der Spacer bifunktipnell sein. 
20 Der Begriff "bifunktioneller Spacer" wird wie folgt definiert: 

Ein bifunktioneller Spacer tragt an beiden Enden reaktive, funktionelle Einheiten. die zur Verknupfung des 
Spacers mit dem Polymeranteil einerseits und dem Kohlenhydratanteil andererseits unter Ausbildung e.ner 
kovalenten Bindung verwendet werden. , 

Der Spacer kann ein naturlich vorkommendes Molekul oder ein synthetisches Molekul sein. Unter 
25 "synthetisch" versteht man Molekule, die in der Natur nicht vorkommen. 
Grundsatzlich hat der Spacer die folgende Formel: 
(Kohlenhydratanteil)-^ .fB-C x ] y -D 7 -A2-(biodegradables, hydrophiles Polymer-Wirkungsverstarker), wobei 

x fur 0 oder 1; 
y fur 1, 2, 3, 4, 5, 6 oder 7; 
30 z fur 0 oder 1 stent, mit der MaBgabe, daB z nur 1 sein kann, wenn x = 1 ist; 
B und D gleich oder verschieden sein konnen und Alkylen mit 0 bis 
30 C- Atom en, , 

vorzugsweise 0 bis 15 C-Atome und besonders bevorzugt 0 bis 10 C-Atome bedeuten, die geradkett.g, 
verzweigt oder cyclisch sein konnen, unsubstituiert oder substituiert sind, Einfach- oder/und Doppelb.ndun- 
35 gen oder 1 bis 3 aromatische Ringe enthalten konnen. 

B und D konnen unabhangig voneinander die folgenden Substituenten bevorzugt enthalten: Hydroxy-, 
Alkoxy- Carboxy-, Amino- oder Carboxyalkylgruppen, der Formel C0 2 -R\ wobei R 1 = H oder Ci-C6-Alkyl, 
vorzugsweise R 1 = H oder (VU-Alkyl und besonders bevorzugt R 1 = H oder Ci-C 2 -AlkyJ bedeutet; 
C einen Substituenten der folgenden Formel bedeutet: 



40 
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so Bevorzugt sind = 
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wobei R 2 Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Benzyl, Propyl, Acetyl Oder Benzoyl unabhangig voneinander bedeu- 
ten kann. 

Die durch den Substituenten y definierten, repetitiven Einheiten konnen gleich Oder verschieden sein. 
Ai. und A 2 konnen gleich oder verschieden sein. 

A, /A 2 ist als Teil des Spacers definiert, der den Spacer mit dem Kohlenhydratanteil und mit dem 

biodegradabelen, hydrophilen Polymer verbindet. 
Ai /A 2 entstehen aus der kovalenten Verknupfung von je einer reaktiven mit einer aktivierten Gruppe. 
^ Die Begriffe "reaktive Gruppe" und "aktivierte Gruppe" werden wie folgt definiert: 

"reaktive Gruppen" - sind funktionelle Gruppen, die als Donor fungieren, bevorzugt OH-, NH 2 - oder 
SH-Funktionen, die mit "aktivierten Gruppen" unter Ausbildung einer kovalenten 
Bindung reagieren. Besonders bevorzugt sind NH 2 - oder die OH-Gruppe. 

"aktivierte Gruppen" sind funktionelle Gruppen, die als Akzeptor fungieren und mit der "reaktiven 
Gruppen" unter Ausbildung einer kovalenten Bindung reagieren. Vorzugsweise 
verwendet werden Bromide, Jodide, Aktivester, besonders bevorzugt p-Nitro- 
phenyl- oder N-Hydroxysuccinimid-Derivate. Aufierdem bevorzugt werden Car- 
bonsaurechloride und Carbonsaureimidazolide, gemischte Carbonsaureanhydri- 
de, besonders bevorzugt aus den fo.lgenden Einheiten: 



II 

-0-C-0R 



wobei R 3 = Ci -Ce bedeutet, gerade oder verzweigt, sowie Phenylreste. 
Vorzugsweise verwendet werden Aldehyde, Acrylester, -amide, Malonimid, Suc- 
cinimid, 2-Vinylpyridin, Jodessigester, Isothiocyanat und/oder Isocyanat. Beson- 
ders bevorzugt sind N-Hydroxysuccinimid-Aktivreste, Maleinimid, Succinimid, 
Acrylamide, Aldehyd oder Isocyanat 
Reaktive Gruppen sind Bestandteile des Polymers, da das Polymer aus Monomeren aufgebaut ist die 
reaktive Gruppen enthalten. 

Aktivierte Gruppen sind entweder bereits als ein Teil des Polymers vorhanden oder konnen nach dem 
Fachmann bekannten Verfahren (siehe u. a. R. C. Larock: Comprehensive Organic Transformations VCK- 
Verlagsgesellschaft, 1989, Weinheim/Deutschland) aus reaktiven Gruppen, die bereits Teil des Polymers 
sind, hergestellt werden. 



HYDROPHILES, BIODEGRADABLES POLYMER: 



Polymere, die in ihrer Funktion als Trager Bestandteil von Kohlenhydratrezeptorblockern sind und 
40 diagnostische oder therapeutische Verwendung finden sollen, mussen grundsatzlich eine Reihe von 
Anforderungen erfullen, urn physiologisch gut vertraglich zu sein: 

a) keine Immunanwort zu induzieren und 

b) urn unspezifische Wechselwirkungen und Kumulation im RES (Retikuloendotheliales System) zu 
vermeiden 

45 DefinitionsgemaB besteht das biodegradable, hydrophile Polymer aus wenigstens zwei gleichen oder 
verschiedenen Monomerbausteinen, die linear, verzweigt, ringformig (z. B. Makrocyclen), sternformig 
(Dendnmere) oder kugelformig (z. B. Fullerene) miteinander verknupft sind und eine Molekulargewichtsver- 
teilung aufweisen konnen. 

Fur die Herstellung poly merer Kohlenhydratrezeptorblocker geeignete Polymere sind: Polyamide 
so Polycarbonate, Polyiminocarbonate, Polyanhydride, Polyorthoester, Polyester, Polydioxanone, Polyhydrox- 
ycarbonsauren, Polyaminosauren, Polyphosphazene sowie Polysaccharide. 

Das biodegradable, hydrophile Polymer ist vorzugsweise eine Polyaminosaure, eine Polyhydroxycar- 
bonsaure als Polyester, Polyamid oder -anhydrid verknupft Oder ein Polysaccharid vorzugsweise mit einem 
Molekulargewicht £ 70 kd. Vorzugsweise hat das Polymer eine Mindestgrdfie von 2 kd, urn im Vergleich zu 
55 medermolekularen Tragern eine erhohte Verweilzeit im Blut zu erzielen. 

Fur die Herstellung polymerer Kohlenhydratrezeptorblocker besonders bevorzugt geeignete Polymere 
sind die zu den Polyaminosauren gehorende Polyaspartatamide, Polysuccinimide, Polyglutamate, Polylysin- 
fumaramide, die zu den Polyhydroxycarbonsauren gehorenden funktionellen Polyhydroxycarbonsauren auf 
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Basis der Apfelsaure, Weinsaure Oder Zitronensaure in Form ihrer Polyester, Polyamide Oder Polyanhydri- 
de sowie substituierte Chitosane, Heparine, Hyaluronsauren oder Starkederivate. 

Der Belegungsgrad des Polymers mit dem Kohlenhydratanteil (via Spacer) liegt zwischen 0,5-50 %, 
vorzugsweise zwischen 2-25 %. 
5 Die Belegdichte des Polymermolekuls variiert je nach dem zu blockierenden Rezeptormolekul: 

- Ein Polymer kann Trager mehrerer, Ober Spacer gekoppelte Kohlenhydratanteile sein oder nur emen 
einzigen Kohlenhydratanteil tragen. Die Kohlenhydratanteile konnen gleich oder verschieden sein. D.e 
Anzahl der vom Polymer getragenen Spacer-Kohlenhydratanteil-Komplexe richtet sich nach der 
medizinischen Verwendung und Wirksamkeit des erf.ndungsgemaBen Kohlenhydratrezeptorblockers. 
,o - Mehrere dieser Kohlenhydratanteile-tragenden Polymere konnen miteinander verbunden sein. 

WIRKUNGSVERSTARKER: 

Der Wirkungsverstarker ist eine Verbindung, die kovalent mit dem Komplex Kohlenhydratanteil-Ligand- 
Polymer verknupft ist. Diese Verbindung ist ein intramolekularer Vernetzer, eine hydrophobe, hydroph.le 
Oder ionische Verbindung oder auch ein Loslichkeitsverbesserer. Er hat die Aufgabe, die Konformation des 
Polymers zu beeinflufien, urn eine verbesserte Prasentation des Liganden auf dem Polymer und damit auch 
eine verbesserte Zuganglichkeit des Liganden zum Rezeptor zu erzielen. AuBerdem kann m.t Hilfe des 
Wirkungsverstarkers die mangelnde Loslichkeit des Kohlenhydratrezeptorblockers verbessert weden. 

Intramolekulare Vernetzer tragen an beiden Enden reaktive, funktionelle Einheiten, die zur kovalenten 
Verknupfung mit zwei reaktiven, funktionellen Einheiten, die Teil des Polymers sind, verwendet werden. 

Ein intramolekularer Vernetzer hat die folgende Formel: 
(hydrophiles, biodegradables Polymer) 



15 



20 



25 



30 



A,-[B-C X ) ¥ D Z -A 2 - 



wobei 

x fur 0 oder 1 ; 
y fur 1,2; 

z fur 0 oder 1 steht, mit der MaBgabe, daB z nur 1 sein kann, wenn x - 1 ist; 

35 B oder D gleich oder verschieden sind und Alkylen, mit 0-20 C-Atomen, vorzugsweise 0-15 C-Atome und 
besonders bevorzugt 0-10 C-Atome bedeuten, die geradkettig, verzweigt oder cychsch sein konnen, 
unsubstituiert oder substituiert sind, Einfach- oder/und Doppelbindungen oder 1-2 aromat.sche Ringe 
enthalten konnen. Bevorzugte Substituenten fur B oder D sind auBerdem Hydroxy-, Alkoxy-, Amino-, 
Carboxy- Carboxyalkylgruppen der Formel C0 2 R«, wobei R* = H oder C,-C 6 , besonders bevorzugt C,-C* 

40 und ganz besonders bevorzugt C-Cz oder vorzugsweise Carbonylamino- und Carbonylaminoalkyjruppen 
der Formel CONR 5 R 6 , wobei R 5 und R 6 gleich oder verschieden sein kann und H oder Ci-C4-Alkyl, 
besonders bevorzugt R = H oder Ci-C 2 -Alkyl bedeutet; 
C einen Substituenten der folgenden Formel bedeutet: 

45 o o o s s 

H || II II U " 

_ n _ -N-. -C-N. N-C-0-. N-C-N- -N-C-0-. N-C-N-; 



= o — . c-o- , 

I 

so R 



wobei R 7 Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Benzyl, Propyl, Acetyl, Benzoyl unabhangig voneinander bedeuten 
kann. 

55 Bevorzugt sind = 
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II II 
-0- , -C-0- , -C-N-; 



Ai und A 2 haben die schon fur den Spacer genannten Bedeutungen. 

Die durch den Substituenten y definierten, respektiven Einheiten konnen gleich oder verschieden sein. 
w Hydrophobe, hydrophile und ionische bzw. ionisierbare Gruppen sind Substituenten, die eine reaktive, 

funktionelle Einheit tragen und die mit einer weiteren reaktiven, funktionellen Einheit des Polymeranteils 
unter Ausbildung einer kovalenten Bindung reagieren. Die Anzahl der eingesetzten Gruppen hangt davon 
ab, inwieweit die Konformation des Polymer beeinfluSt werden soil. 

Hydrophobe Substituenten sind Molekule mit einer hydrophoben Oberflache, die eine reaktive, funktio- 
75 nelle Einheit tragen, wie Z: B. Alkohole, Amine, Aktivester oder Saurechloride des Cyclododecans, 
Adamantan, 2- Methyl pro pans, 2,2-Dimethylpropans und der Fullerene. 

Hydrophile Substituenten sind Molekule mit einer hydrophilen Oberflache, die eine reaktive, funktionelle 
Einheit tragen, wie z. B. Cyclodextrin, Mono- und Oligosaccharide. 

Ionische bzw. ionisierbare Substituenten sind Molekule, die polare, ionische bzw. ionisierbare Gruppen 
20 enthalten und eine reaktive, funktionelle Einheit tragen.w ie z. B. Purine, Pyridine, Lysine und Verbindungen 
mit mehreren Carbon-, Phosphon- oder Sulfonsauregruppen an einer kurzen Alkylkette (Ci-C 8 ). die 
verzweigt, unverzweigt oder cyclisch sein kann und eine reaktive Gruppe enthalt, wie z. B. Weinsaure und 
Asparaginsaure. 

Loslichkeitsverstarker tragen eine reaktive, funktionelle Einheit, die zur kovalenten Verknupfung mit 
25 einer reaktiven, funktionellen Einheit, die Teil des Polymers ist, verwendet wird. Sie sind polare, gut 
wasserlosliche Verbindungen wie Polyole, Polyethylenglykole, Aminoalkohole oder Verbindungen mit meh- 
reren Carbon-, Phosphon- oder Sulfonsauregruppen an einer kurzen Alkylkette, vorzugsweise Ci-C 8 . die 
verzweigt, unverzweigt oder cyclisch sein kann. 

Zusatzlich zu den o.g.Verbindungen ist es moglich, Substituenten in Form einer Markergruppe und/oder 
30 eines Pharmakons an das Polymer zu koppeln. 

Die Markergruppe ermoglicht den Einsatz des Kohlenhydratrezeptorblockers fur in vivo Diagnosen. Die 
Kopplung des Markers an das Polymer erfolgt uber kovlente Bindungen. Es konnen alle dem Fachmann 
bekannten Marker fur in vivo Diagnosen hierfur verwendet werden, wie z. B. radioaktive Marker, die ein 
gebundenes Radionuklid enthalten, z. B. Technetium, Rontgenkontrastmittel, die z. B. eine jodierte Verbin- 
35 dung beihhalten sowie Kernresonanzkontrastmittel, z. B. auf Basis von Gadoliniumverbindungen. Der Anteil 
des Markers am Gesamtmolekul betragt < 1 %. 

Es wird jeweils das Pharmakon an das Polymer gekoppelt, von dem bekannt ist, daB es die zu 
behandelnde Erkrankung therapiert. Die Kopplung des Pharmakons an das Polymer erfolgt uber kovalente 
oder ionischen Bindungen. 
40 Als Pharmakon konnen: 

- Antitumormittel, wie z. B. Daunomycin, Doxorubicin, Vinblastin, Bleomycin; 

- Antibiotika, wie z. B. Penecilline, Erythromycine, Azidamfenicol, Cephalotin und Griseofulvin; 

- immunmodulatoren, wie z. B. FK-506, Azthioprin, Levamisol; 

- Antagonisten des Blutplattchenaktivierungsfaktoren; 
45 - Leukotrien Antagonisten; 

- Inhibitoren des Cyclooxygenase-Systems, wie z. B. Salicylsaureverbindungen; 

- Lipoxygenase-lnhibitoren, 

- Antiphlogistica, wie z. B. Indomethacin; 

- Antirheumatica, wie z. B. Nifenazon, 
so verwendet werden. 

Werden die Rezeptorblocker als Anti-Adhasionstherapeutika eingesetzt, so sollen sie im Fall von 
Entzundungen verhindern, dai3 die ELAM-1-Rezeptoren auf stimulierten Endothelzellen an Sialyl Lewis-X- 
Strukturen auf der Oberflache von Leukozyten binden. Im Fall der Influenza-Therapie verhindern die 
Kohlenhydratrezeptorblocker die Anheftung von Viren an die Neuraminsaure auf der Zelloberflache und 
55 damit auch die Endozytose der Viruspartikel. 

Die Kohlenhydratrezeptorblocker sind in der Lage, mit alien naturlich vorkommenden Rezeptoren, die in 
vivo spezifisch den Kohlenhydratanteil von Liganden erkennen, zu reagieren. 
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Vorzugsweise handelt es sich hierbei um Rezeptoren, die an der Zelloberflache exprimiert werden, z. B. 
von Saugerzellen, einschl. menschiicher Zellen, Bakterienzellen oder Viren. Auch bevorzugt sind Hormone 
und Toxine, erkennende Rezeptoren, die Hormone oder Toxine erkennen. 

Besonders bevorzugt sind solche Zelioberflachenrezeptoren, die zur Klasse der Selektine gehoren. 
Ganz besonders bevorzugt werden die bei entzundlichen Erkrankungen exprimierten Rezeptoren, 
beispielsweise Leu-8 (= L-Selektin = gp90 mel = LAM-1 = LEC-CAM-1), ELAM-1 (= E-Selektin) und GMP- 
140 (= P-Selektin = CD62 = PADGEM). 

HERSTELLUNG DES ERFINDUNGSGEMABEN 

KOHLENHYDRATREZEPTORBLOCKERS: 

Der erfindungsgemaBe Kohlenhydratreceptorblocker besteht aus Kohlenhydratanteil, Spacer, Polymer 
und Wirkungsverstarker. 

75 Grundsatzlich erfolgt die Synthese des Kohlenhydratrezeptorblockers durch Bildung einer kovalenten 

Bindung zwischen Kohlenhydratanteil und bifunktionellem Spacer, anschlieGender kovalenten Verknupfung 
des Komplexes Kohlenhydratanteil-Spacer mit dem Polymer und abschlieBender kovalenter Verknupfung 
mit dem Wirkungsverstarker. 

Alternativ kann die Verknupfung in anderer Reihenfolge erfolgen: 
20 - Umsetzungen des Polymers mit dem Wirkungsverstarker einerseits und des Kohlenhydratanteils mit 
dem bifunktionellen Spacer andererseits erfolgen unter Ausbildung kovalenter Bindungen. Der fertige 
Kohlenhydratrezeptorblocker entsteht durch kovalente Verknupfung der komplexe Polymer- Wirkungs- 
verstarker mit dem Kohlenhydratanteil-Spacer. 

- Durch kovalente Verknupfung von Polymer und Wirkungsverstarker entsteht eine Verbindung, die 
25 unter Ausbildung einer kovalenten Bindung mit dem Spacer umgesetzt wird. Wird diese Verbindung 

kovalent mit dem Kohlenhydratanteil umgesetzt, so erhalt man den erfindungsgemaBen Kohlenhydra- 
trezeptorblocker. 

- Die Synthese des Kohlenhydratrezeptorblockers kann auch so erfolgen, daB ein Komplex, der durch 
kovalente Verknupfung des Polymers mit dem bifunktionellen Spacer entstanden ist, zuerst kovalent 

30 mit dem Kohlenhydratanteil verknupft wird und anschlieBend mit dem Wirkungsverstarker unter 

Ausbildung einer kovalenten Bindung umgesetzt wird. 

- Eine weitere Alternative zur Synthese des Kohlenhydratrezeptorblockers stellt die kovalente Verknup- 
fung des Polymers mit dem Spacer im ersten Reaktionsschritt, gefolgt von kovalenten Verknupfungen 
mit dem Wirkungsverstarker im nachsten und mit dem Kohlenhydratanteil im letzten Schritt dar. 

35 Bevorzugt ist der erstgenannte Syntheseweg und der erstgenannte, alternative Syntheseweg. 

Die Synthese des Kohlenhydratrezeptorblockers unter kovalenter Verknupfung seiner Bestandteile 
erfolgt durch Reaktion von reaktiven mit aktivierten Gruppen. Die Verteilung von reaktiven und aktivierten 
Gruppen auf die vier Bestandteile ist dabei fur die genereile Durchfuhrbarkeit der Synthese nicht von 
Bedeutung. 

40 Die Reaktion zwischen reaktiver und aktivierter Gruppe erfolgt nach dem Fachmann bekannten Verfah- 

ren durch Veresterung, Amidierung, Addition an eine Doppelbindung und Alkylierung (R.C. Larock: Compre- 
hensive Organic Transformation, VCH-Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland, 1989, L-F. Tietze und 
Th. Eichler, Reaktionen und Synthesen im Org.-chem. Praktikum, G. Thieme Verlag, Stuttgart, Deutschland, 
1981). 



45 



KOHLENHYDRATANTEIL UND SEINE VERKNUPFUNG MIT SPACER: 



Der Kohlenhydratanteil, der uber einen Spacer kovalent mit dem biodegradablen Polymer, das einen 
Wirkungsverstarker tragt, verknupft ist, kann aus naturlichen Quellen stammen, chemisch, chemoenzyma- 
50 tisch oder enzymatisch hergestellt werden. 

Geeignete naturliche Quellen fur Kohlenhydrate sind dem Fachmann bekannt und konnen in der 
biochemischen Literatur nachgelesen werden (z. B. Biochemistry, Biol. Chem. Hoppe-Seyl. J. Biol. Chem. 
Biochemistry and Cell Biology, Cell). Dort werden ebenfails etablierte, dem Fachmann bekannte Verfahren 
zur Aufreingung von Oligosacchariden beschrieben. 
55 Kohlenhydrate, die aus naturlichen Quellen stammen, liegen grundsatzlich mit "freiem reduzierenden 

Ende" vor. 

Verfahren zur chemischen, enzymatischen oder chemoenzymatischen Synthese von Kohlenhydraten, 
die von Zelioberflachenrezeptoren erkannt werden, sind dem Fachmann aus der chemischen Literatur sowie 
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aus Ubersichtsartkeln bekannt. Fur die chemische Synthese z. B. Carbohydrate Research, Elsevier Science 
Publishers B. U., Amsterdam, Journal .of Carbohydrate Chemistry, Marcel Dekker, Inc., New York- H 
Paulsen, Angewandte Chemie 1982 (94) 184; R. R. Schmidt, Angewandte Chemie, 1987 (98) 213- H Kunz 
Angewandte Chemie, 1987 (44) 247; H. Paulsen, Angewandte Chemie, 1990 (102) 851). Fur die enzymati- 

5 sche Synthese z. B. Carbohydrate Research, Elsevier Science Publishers B. U., Amsterdam, Journal of 
Carbohydrate Chemistry, Marcel Dekker, Inc., New York: Advances in Carbohydrate Chemistry and 
Biochemistry, David, S. et al., Vol. 49, 1991, S. 175; Applied Biocatalasis, Nielsson, K.G.I., Vol. 1, 1991, S. 
117 ff.; Synthesis, Drueckhammer, D.G. et al., 1991, S. 499 ff.). 

Unter chemoenzymatischer Synthese versteht man die Kombination chemischer und enzymatischer 

io Reaktionsschritte zur Synthese des Kohlenhydratanteils bzw. einer kovalenten Verbindung von Kohlenh- 
ydratanteil und Spacer. 

Synthetisch hergestellte Oligosaccharide konnen sowohl mit freiem reduzierenden Ende als auch in 
einer Spacer-verknupften Form erhalten werden. Die Einfuhrung des Spacers erfolgt nach dem Fachmann 
bekannten Verfahren zur chemischen Oder enzymatischen Glycosylierung (s. o.). Bevorzugt werden solche 
Herstellungsverfahren verwendet, bei denen ein Oligosaccharid entsteht, das bereits durch kovalente 
Bindung mit dem Spacer verknupft ist. 

Die Kopplung des Kohlenhydratanteils mit freiem reduzierenden Ende an den Spacer erfolgt uber eine 
kovalente Bindung. Folgende Verfahren zur Kopplung sind durchfuhrbar: 

1) Das Oligosaccharid mit freiem reduzierenden Ende wird z. B. analog zu dem Verfahren von Lundquist 
et al. (Journal of Carbohydrate Chemistry, 1991 (10) 377) in das freie 1-Aminoglycosid uberfuhrt, das im 
Anschlufi daran durch Acylierung kovalent mit einem Spacer verknupft wird. Die Acylierung kann z B 
analog zu den Verfahren von Kochetkow (Carbohydrate Research 1986 (146) C1) unter Verwendung 
eines N-Hydroxysuccinimid-Aktivesters als aktivierte Gruppe am Spacer mit diesen kovalent verknupft 
werden. 

2) Das freie reduzierende Ende des Oligosaccharids kann analog zu dem Verfahren Isebell et al in 
Methods of Carbohydrate Chemistry, Academic Press, New York, von mit Jod und Kaliumhydroxid in ein 
Lacton uberfuhrt werden. Dieses Lacton kann z. B. analog nach dem Verfahren von Isebell et al in 
Methods of Carbohydrate Chemistry, Academic Press, New York, mit einer primaren Aminogruppe, die 
Bestandteil des Spacers ist, mit diesem kovalent verknupft werden. 

3) Die Knupfung einer kovalenten Bindung zwischen den reduzierenden Ende eines Oligosaccharids und 
. dem Spacer gelingt auch durch reduktive Aminierung mit einem Spacer, der an dem entsprechenden 

Ende eine primare Aminofunktion aufweist, z. B. analog Lane, Synthesis, 1975, 135. 

4) Enthalt das Oligosaccharid an seinem reduzierenden Ende einen Aminozucker mit freier Aminogruppe 
so kann diese z. B. analog zu dem Verfahren von Kochetkow (s. o.) mit einem N-Hydroxysuccinimid- 

35 Aktivester des Spacers mit diesem kovalent verknupft werden. 

SPACER: 
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Die kovalente Verknupfung des Polymers mit dem Spacer bzw. mit einer Verbindung bestehend aus 
40 kovalent verknupftem Spacer und Kohlenhydrat sowie einer kovalenten Verbindung aus Polymer und 
Wirkungsverstarker mit dem Spacer bzw. mit einer Verbindung bestehend aus kovalent verknupftem Spacer 
und Kohlenhydrat erfolgt durch Reaktion zwischen einer reaktiven Gruppe und einer aktivierten Gruppe 
Dabei konnen sich sowohl die reaktive Gruppe am Ende des Spacers bzw. einer Verbindung bestehend aus 
kovalent verknupftem Spacer und Kohlenhydrat und die aktivierte Gruppe auf Seiten des Polymers bzw 
einer Verbindung bestehend aus kovalent verknupftem Polymer und Wirkungsverstarker als auch die 
aktivierte Gruppe am Ende des Spacers bzw. einer Verbindung bestehend aus kovalent verknupftem 
Spacer und Kohlenhydrat und die reaktive Gruppe auf Seiten des Polymers bzw. einer Verbindung 
bestehend aus kovalent verknupftem Polymer und Wirkungsverstarker befinden. 

Die Reaktion zwischen einer reaktiven Gruppe und einer aktivierten Gruppe erfolgt nach dem Fachmann 
bekannten Verfahren zur Veresterung, Amidierung, Addition an eine Doppelbindung und Alkylierung. Diese 
Verfahren sind dem Fachmann aus der Literatur bekannt (z. B. Larock, R.C., Comprehensive Organic 
Transformations, 1989, VCH Verlagsgesellschaft Weinheim, Deutschland; L.-F. Tietze und Th. Eicher 
Reaktionen und Synthesen im Org.-chem. Praktikum, G. Thieme Verlag, Stuttgart, Deutschland, 1981). 

55 BIODEGRADABLES HYDROPHILES POLYMER: 

Die Herstellung von biodegradablem, hydrophilen Polymeren erfolgt nach dem Fachmann bekannten 
Verfahren. Diese sind z. B. beschrieben in: H.G. Elias, Makromolekule, Bd. 1 und 2, Huthig & Wepf Verlag, 
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Basel, Schweiz, 1991/92 Oder D. Braun, H. Cherdron, W. Kern, Praktikum der Makromolekularen, Organi- 
schen Chemie, Huthig-Verlag, 1979. 

WIRKUNGSVERSTARKER: 

Der Wirkungsverstarker ist eine Verbindung, die kovalent mit dem Polymeranteil des Kohlenhydratre- 
zeptorblockers verknupft ist. 

Seine Aufgabe besteht darin, die Struktur des Gesamtmolekuls so zu beeinflussen, daB der Kohlenhydratan- 
teil fur den Rezeptor (optimal) zuganglich ist, und die in einigen Fallen auftretende mangelnde Loslichke.t 

io zu verbessern. , 

Die kovalente Verknupfung zwischen Wirkungsverstarker und Polymer erfolgt durch Reaktion einer 
reaktiven Gruppe mit einer aktivierten Gruppe. Die Reaktion zwischen reaktiven Gruppen und aktivierten 
Gruppen erfolgen nach dem Fachmann bekannten Verfahren zur Alkylierung, Acylierung Oder Addition an 
eine Doppelbindung. Diese Verfahren sind dem Fachmann aus der Literatur bekannt. (Larock, R.C., 

75 Comprehensive Organic Transformations, 1989, VCH Verlagsgesellschaft Weinheim, Deutschland; L.-F. 
Tietze und Th. Eicher, Reaktionen und Synthesen im Org.-chem. Praktikum, G. Thieme Verlag, Stuttgart, 
Deutschland, 1981). 

Die Herstellung des Kohlenhydratrezeptorblockers kann alternativ zu den oben genannten chemischen 
Synthesewegen auch uber eine enzymatische bzw. chemoenzymatische Verknupfung der Einzelkomponen- 

so ten erfolgen. Als Enzyme werden Glykosidasen, Glykosyltransferasen, Transglykosidasen und/oder Lipasen 
verwendet Glykosidasen, Glykosyltransferasen und/oder Transglykosidasen werden bevorzugt zum Aufbau 
des Kohlenhydratanteils sowie zur Verknupfung von Kohlenhydrantanteil und Spacer eingesetzt. Lipasen, 
wie z B aus Pseudomonas, Candida, Mucor oder Rhizopus werden vorzugsweise zur Verknupfung der 
reaktiven mit der aktivierten Gruppe verwendet. Als aktivierte Gruppen werden in diesem Fall eingesetzt: 

25 Carbonsauren, Methylester undtoder Vinylester. 

Die oben beschriebenen Verfahren zur Herstellung sind beispielhaft aufgefuhrte Ausfuhrungsformen, die 
keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erheben. Demzufolge ist die Herstellung der erf.ndungsgemafien 
Kohlenhydratrezeptorblocker nicht auf die genannten Verfahren beschrankt. 

30 DIAGNOSTISCHE UND THERAPEUTISCHE VERWENDUNG DES ERFINDUNGSGEMABEN KOHLENH- 
YDRATREZEPTORBLOCKERS: 

Die Kohlenhydratrezeptorblocker durfen bei in-vivo-Applikation keine nachteiligen Nebenwirkungen 
aufweisen So sind im Falle intravenoser Anwendungen beispielsweise hamolytische und immunogene 

35 Eigenschaften zu vermeiden. Die Enzyme der Blutgerinnungskaskade durfen nicht aktiviert werden, urn die 
Bildung von Thromben auszuschlieBen. AuBerdem sollen nicht genutzte Rezeptorblocker zu untoxischen 
Stoffen metabolisiert oder ausgeschieden werden. 

Es hat sich aufierdem gezeigt, daB fur eine optimale therapeutische und/oder diagnostische Anwendung 
des Kohlenhydratrezeptorblockers sowohl die Lange des Spacers, der das Polymer mit dem Kohlenhydrat 

40 verknupft als auch der Belegungsgrad des Polymers mit dem Oligosaccharid innerhalb eines definierten 
Bereiches von 0,5 - 50 %, vorzugsweise von 2 - 20 %, liegen muB. Die Verweilzeit des Kohlenhydratrezep- 
torblockers ist uber die Natur und Abbaubarkeit des Polymeranteils und das Molekulargewicht so steuerbar, 
daB die Lebensdauer des Kohlenhydratrezeptorblockers zwischen 1 Min., mehreren Stunden, bis zu 
wenigen Tagen betragen kann. . 

45 Der erfindungsgemaBe Kohlenhydratrezeptorblocker und seine physiologisch vertraglichen Salze eignen 

sich aufgrund ihrer wertvollen pharmakologischen Eigenschaften sehr gut zur Anwendung als Heilmittel bei 
Saugern, insbesondere dem Menschen. Die Arzneimittel eignen sich vorzugsweise zur Prophylaxe und/oder 
Therapie von bakteriellen und viralen Infektionen sowie von Krankheiten, die unter Beteiligung entzundlicher 
Prozesse ablaufen, vorzugsweise von Nachinfarktsyndrom, Schocklunge des Erwachsenen, Schock, Schlag- 

50 anfall, akute und chronische OrganabstoBung, Vasculitis, Sepsis, entzundliche Erkrankungen der Haut, 
rheumatische Arthritis sowie metastasierender Tumore. 

Die ertindungsgemaBen Arzneimittel werden im allgemeinen intravenSs, oral oder parenteral oder als 
Implantate verabreicht, aber auch eine rektale Anwendung ist prinzipiell moglich. Geeignete feste oder 
flussige galenische Zubereitungsformen sind beispielsweise Granulate, Pulver, Tabletten, Dragees, (Mikro- 

55 )Kapseln Zapfchen, Sirupe, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole, Tropfen oder injizierbare Losungen in 
Ampullenform sowie Praparate mit protrahierte Wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung ublicherweise 
Tragerstoffe und Zusatze und/oder Hilfsmittel wie Spreng-, Binde-. Oberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder 
Schmiermittel, Geschmacksstoffe, SuBungsmittel Oder Losungsvermittler Verwendung finden. Als haufig 
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verwendete Trager- oder Hilfsstoffe seien z. B. Magnesiumcarbonat, Titandioxid, Laktose, Mannit und 

andere Zucker,. Talkum, MilcheiweiB, Gelatine,. Starke, Vitamine, Cellulose und ihre Derivate, tierische und 

pflanzliche Ole, Polyethylenglykole und Losungsmittel, wie etwa steriles Wasser, Alkohole.'. .Glycerin und 

mehrwertige Alkohole genannt. 
5 Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Praparate in Dosierungseinheiten hergestellt und verab- 

reicht. Bei festen Dosierungseinheiten sind Tabletten, Kapseln und Suppositorien. 

Fur die Behandlung eines Patienten sind je nach Wirksamkeit der Verbindung, Art der Application, Art 

und Schwere der Erkrankung, Alter und Korpergewicht des Patienten, unterschiedliche Tagesdosen notwen- 

dig. Unter Umstanden konnen jedoch auch hohere oder niedrigere Tagesdosen angebracht sein. Die 
io Verabreichung der Tagesdosis kann sowohl durch Einmalgabe in Form einer einzelnen Dosierungseinheit 

Oder aber mehrerer kleiner Dosierungseinheiten als auch durch Mehrfachgabe unterteilten Dosen in 

bestimmten Intervallen erfolgen. 

Die zu verabreichende Tagesdosis kann aufierdem von der Anzahl der wahrend des Krankheitsverlaufs 

exprimierten Rezeptoren abhangig sein. Es ist vorstellbar, da/3 im Anfangsstadium der Krankheit nur wenige 
75 Rezeptoren auf der Zelloberflache expirmiert werden und demzufolge die zu verabreichende Tagesdosis 

geringer ist als bei stark erkrankten Patienten. 

Die erfindungsgemaBen Arzneimittel werden dadurch hergestellt, dafi man dem Kohlenhydratrezeptor- 

blocker mit ublichen Trager- sowie gegebenenfalls Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in die bzw. eine geeignete 

Darreichungsform bringt. 
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A: PRIMA RASSAYS ZUR UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON POLYMER EN KOHLENHYDRATREZEP- 
TORBLOCKERN AUF DIE ZELLANHEFTUNG AN REKOMBINANTE LOSLICHE SELEKTINFUSIONSPRO- 
TEINE 

25 Mit diesem Assay wird die Wirkung von polymergebundenen Kohlenhydratbausteinen auf die Zellanhef- 

tung von promyelozytischen Zellen mittels Selektinen nachgewiesen: 

Um die Wirksamkeit von polymergebundenen Kohlenhydratbausteinen auf die Interaktion zwischen den E- 
und P-Selektinen (alte Nomeklatur ELAM-1 bzw. GMP-140) mit ihren Liganden zu testen, wird ein Assay 
verwendet, der jeweils nur fur eine dieser Interaktionen spezifisch ist. Die Liganden werden in ihrer 
30 naturlichen Form als Oberflachenstrukturen auf promyelozytischen HL60 Zellen angeboten. Da HL60 Zellen 
Liganden und Adhasionsmolekule unterschiedlichster Spezifitat aufweisen, kann die gewunschte Spezifitat 
des Assays nur uber den Bindungspartner erbracht werden. Als Bindungspartner wurden gentechnisch 
hergestellte losliche Fusionsproteine aus der jeweils extrazytoplasmatischen Domane von E- bzw. P- 
Selektin und der konstanten Region eines humanen Immunglobulins der Subklasse IgGl verwendet. 
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A1. HERSTELLUNG VON L-SELEKTIN-IGG1 



Zur Herstellung von loslichem L-SelektionrlgGl Fusionsprotein wurde das von Walz et al., 1990 
publizierte genetische Konstrukt "ELAM-Rg" verwendet. 

40 Zur Expression wurde die Plasmid DNA in COS-7 Zellen (ATCC) mittels DEAE-Dextran transfiziert 
(Molekularbiologische Methoden: siehe Ausubel, F.M., Brent, Ft., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., 
Struhl, K. und Smith, J.A. 1990. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley, New York.). Sieben 
Tage nach der Transfection wird der Kulturuberstand gewonnen, durch Zentrifugation von Zellen und 
Zellfragmenten befreit und auf 25 mM Hepes pH 7,0, 0,3 mM PMSF, 0,02 % Natriumazid gebracht und bei 

45 +4-C aufgehoben. 

Walz, G., Aruffo, A., Kolanus, W., Bevilacqua, M. und Seed, B. 1990. Recognition by ELAM-1 of the 
sialyl-Lex determinant on myeloid and tumor cells. Science 250, 1 132-1 135. 

A2. HERSTELLUNG VON P-SELEKTIN-IGG1 

Zur Herstellung des loslichen P-Selektin-lgG1 Fusionsproteins wird das von Aruffo et al., 1991 
publizierte genetische Konstrukt "CD62Rg" verwendet. Die weitere Vorgehensweise entspricht der unter Al 
dargestellten Herstellung von L-Selektin-lgGl. 

Aruffo, A., Kolanus, W., Walz, G., Fredman, P. und Seed, B. 1991. CD62/P-Selectin recognition of 
55 myeloid and tumor cell sulfatides. Cell 67, 35-44. 
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A3. HERSTELLUNG VON CD4-IGG1 

Zur Herstellung des loslichen CD4-lgG1 Fusionsproteins wird das von Zettlemeissl et at., 1990 
publizierte genetische Konslrukt "CD4:lgG1 hinge" verwendet. Die weitere Vorgehensweise entsprichl der 
5 unter A1 dargestellten Herstellung von L-Selektin-lgG1 . 

Zettelmeissl, G., Gregersen, J.-P.-, Duport, J.M., Mehdi, S., Reiner, G. und Seed, B. 1990. Expression 
and characterization of human CD4: Immunoglobulin Fusion Proteins. DNA and Cell Biology 9, 347-353. 

A4. DURCHFOHRUNG DES HL60 ZELLADHASIONS ASSAYS AUF REKOMBINANTEN, LOSLICHEN ADHA- 
w SIONSMOLEKULEN 

1. 96er Mikrotitertestplatten (Nunc Maxisorb) werden mit 100 ul eines in 50 mM Tris pH 9,5 verdunnten 
(1 + 100) Ziege anti human IgG Antikorpers (Sigma) 2 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Entfernen der Antikorperlosung wird einmal mit PBS gewaschen. 
75 2. 150 ul des Blockierungspuffers werden fur 1 Std. bei Raumtemperatur in den Napfchen belassen. Die 
Zusammensetzung des Blockierungspuffers ist: 

0,1 % Gelatine, 1 % BSA, 5 % Kalbserum, 0,2 mM PMSF, 0,02 % Natriumazid. Nach Entfernen des 
Blockierungspuffers wird einmal mit PBS gewaschen. 

3. In die Napfchen werden je 100 ul Zellkulturuberstand von entsprechend transfektierten und exprimie- 
20 renden COS-Zellen pipettiert. Die Inkubation erfolgt 2 Std. bei Raumtemperatur. Nach Entfernen des 
Zellkulturuberstandes wird einmal mit PBS gewaschen. 
- 4. In die Napfchen werden 20 ul Bindunspuffer gegeben. Der Bindungspuffer hat die Zusammensetzung: 
50 mM Hepes, pH 7,5; 100 mM NaCI; 1 mg/ml BSA; 

2 mM MgCI2; 1 mM CaCI2; 3 mM MnCI2; 0,02 % Natriumazid; 0,2 mM PMSF. Dazu werden 5 ixl der 
25 Testsubstanz pipettiert, durch Schwenken der Platte vermischt und 10 Min. bei Raumtempeartur 
inkubiert. 

5. 50 ml einer HL60 Zellkultur mit 200.000 Zellen/ml werden 4 Min. bei 350 g zentrrfugiert Das Pellet 
wird in 10 ml RPMI 1640 resuspendiert und die Zellen erneut zentrifugiert. Zur Markierung der Zellen 
werden 50 ug BCECF-AM (Molecular Probes) in 5 ul wasserfreiem DMSO aufgelost; anschlieflend 

30 werden 1,5 ml RPMI 1640 auf die BCECF-AM/DMSO-L6sung gegeben. Mit dieser Losung werden die 
Zellen resuspendiert und 30 Min. bei 37 \C inkubiert. Nach zweiminutiger Zentrifugation bei 350 g wird 
das markierte Zellpellet in 11 ml Bindungspuffer resuspendiert und die resuspendierten Zellen in 100 ul 
Aliquots in die Mikrotiterplatten-Napfchen verteilt. Die Platte wird 10 Min. bei Raumtemperatur stehen 
gelassen, urn die Zellen auf den Boden der Testplatte sedimentieren zu lassen. Dabei haben die Zellen 

35 Gelegenheit an das beschichtete Plastik zu adharieren. 

6 Zum Abstoppen des Tests wird die Mikrotiterplatte im 45° Winkel ganziich in den Stoppuffer getaucht 
(25 mM Tris, pH 7,5; 125 mM NaCI; 0,1 % BSA; 2 mM MgCl2; 1 mM CaCI2; 3 mM MnCI2; 0,02 % 
Natriumazid). Durch Invertierung wird der Stoppuffer aus den Napfchen entfernt und die Prozedur noch 
zweimal wiederholt. 

40 7. Die Messung der in den Napfchen festhaftenden, BCECF-AM-markierten Zellen erfolgt in einem 
Cytofluorimeter (Millipore), bei einer Empfindlichkeitseinstellung von 4, einer Anregungswellenlange von 
485/22 nm und einer Emissionswellenlange von 530/25 nm. 

B SEKUNDARASSAY ZUR UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON POLYMEREN KOHLENHYDRATRE- 
45 ZEPTORBLOCKERN AUF DIE ZELLANHEFTUNG AN STIMULIERTE HUMANE ENDOTHELZELLEN 

Der Test der Wirksamkeit von polymeren Kohienhydratrezeptorblockern auf die Zelladhasion an 
rekombinante, losliche Fusionsproteine ist ein hochspezifischer Assay, der auf der Interaktion einer Art von 
Adhasionsmolekulen mit den entsprechenden Liganden beruht. Urn die in vivo Situation von Zell-Zell 
50 Interaktionen zu simulieren, verwenden wir einen Assay, bei dem HL60-Zellen an stimulierte, humane 
Nabeschnurendothelzellen adharieren. 

1. Gewinnung der humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC). 

Nabelschnure werden nach der Geburt in PBS mit 100.000 IU/L Penicillin, 100 mg/L Streptomycin, 50 
mg/L Gentamycin, 50.000 IU/L Mycostatin bei +4'C bis zur Weiterverarbeitung aufgehoben. 
55 Die langsten unverietzten Stucke werden aus der Nabeschnur mit einem Skalpell herausgeschnitten und 
auf frische Aluminiumfolie gelegt. Ein Ende der Nabelschnur wird mit einer Klemrne verschlossen. Am 
anderen Ende inseriert man einen passenden Schlauch in die Nabelschnurvene und fixiert diesen durch 
Umbinden des Nabelschnurendes. 

16 



BNSDOCID: <EP 0601417A2J_> 



EP 0 601 417 A2 



Die Vene wird durch das Schlauchstuck mit Collagenaselosung gefullt (50 mg Collagenase / 100 ml 
I 25 mM Hepes, pH 7,0) und 15 Min. bei 37 *C inkubiert 

Urn die.Zellausbeute zu erhohen, wird die Nabelschnur nach der Inkubation leicht massiert, um die 
noch anhangenden Endothelzellen abzuldsen. 
5 AnschlieBend laBt man die Zellsuspension aus der Vene in ein Kulturrohrchen mil Zeilkulturmedium 

und 10 % Foetalem Kalberserum ausflieBen. Die Vene wird mit PBS gewaschen, um die zuruckgebliebe- 
nen Zellen zu erhalten. 

Die Zellsuspension wird 5 Min. bei 500 g zentrifugiert; das Zellpellet anschlieGend in 4 ml 
Kulturmedium resuspendiert und die . Zellen ausplattiert Nach 3-4 Tagen -eind die Zellen konfluent 
io gewachsen und konnen passagiert werden. 

Zur Uberprufung der Reinheit der Endothelzelikultur, wird die Kultur mit einem Antikorper gegen 
Faktor VIII fur die Immunfluoreszenz gefarbt. Lediglich Endothelzellen, nicht jedoch kontaminierende 
Fibroblasten zeigen eine positive Reaktion. 

2. Durchfuhrung des Assays 

75 20.000 Endothelzellen werden pro Napfchen einer 96er Mikrotiterplatte ausplattiert und 24 Std. bei 37 *C 
inkubiert. Die Endothelzellen durfen dazu nicht ofter als 5-6 mal passagiert worden sein. Vier Std. vor 
dem Assay werden die Endothelzellen durch Zugabe von 11-1 (finale Konzentration: 15 U'ml) stimuliert. 
Nach Entfemung des Kulturmediums werden die Zellen einmal mir RPM I- Medium ohne Serum gewa- 
schen. Nach Entfernung und erneutem Pipettieren von 20 ul RPMI-Medium, erfolgt die Zugabe von 

20 Testsubstanzen. 

3. Die weiteren Schritte des Assays, Markierung der HL60 Zellen, Aufbringen der HL60 Zellen, werden 
wie unter A4. Punkte 5. - 7. durchgefuhrt 

C. SEKUNDARASSAY ZUR UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON POLYMEREN KOHLENHYDRATRE- 
25 ZEPTORBLOCKERN AUF DIE ZELLANHEFTUNG AN GEFRIERSCHNITTE VON LYMPH ATISCHEM GE- 
WEBE 

In vitro laBt sich untersuchen, in welchem Mafie Leukozyten an Endothelzellen auf Gefrierschnitten 
lymphatischer Gewebe binden. Diese Zell-Zell-lnteraktionen beruhen auf der Interaktion zwischen Adha- 
30 sionsmolekulen auf der Oberflache der gefriergeschnittenen Endothelzellen und den entsprechenden 
Liganden auf der ObeYflache von Leukozyten. Stellvertretend fur primare Leukozyten lassen sich HL60- 
Zellen verwenden, deren Oberflachen-Liganden in der wissenschaftlichen Literatur gut beschrieben sind. Ob 
eine Anheftung von HL60-Zellen auf Lymphknoten-Gefrierschnitte stattfindet, laBt sich an der Zahl gebunde- 
ner HL60-Zellen bestimmen. 
35 1. Axillare, cervicale oder mesenteriaie Lymphknoten werden aus frisch getoteten Ratten prapariert und 
in flussigem Stickstoff schnell eingefroren. 

2. Von den gefrorenen Lymphknoten werden 10. um dicke Cryostat-Schnitte angefertigt, auf runde 
Deckgiaser (Durchmesser 18 mm) ubertragen und 2 Std. bei Raumtemperatur getrocknet. 

3. Auf die Schnitte werden 20 u\ Bindungspuffer pipettiert. Die Testsubstanzen werden hinzugefCigt und 
40 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. HL60-Zellen werden wie unter A4. Punkt 5. markiert. 200.000 

markierte HL60-Zellen in 100 ul Bindungspuffer werden pro Deckglas hinzugefugt und 10 Min. stehen 
gelassen. Die sedimentierenden Zellen gelangen dabei auf Endothelzellen, an die sie teilweise anheften. 

4. Im 45°-Winkel werden die Deckgiaser in Stoppuffer getaucht um die nich tangehefteten Zellen 
abzuspulen. AnschlieBend werden die Deckgiaser in 4 % Formaldehyd in PBS fur 10 Min. bei 

45 Raumtemperatur fixiert. 

5. Im Immunfluoreszenzmikroskop (FITC-Anregung) werden Querschnitte von lymphatischen Blutgefafien 
photografisch dokumentiert. Die angehefteten HL60-Zellen heben sich deutltch vom nicht gefarbten 
Hintergrund ab. Das Ergebnis wird als gebundene HL60-Zellen pro Flacheneinheit Endothel ausgedruckt. 

50 D. TERTIARASSAY ZUR UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON POLYMEREN KOHLENHYDRATREZEP- 
TORBOCKERN AUF DIE LEUKOZYTEN-ADHASION IN DER RATTE IN VIVO 

Das nachfolgend aufgefuhrte Verfahren ist in der Lage, die Wirksamkeit von Substanzen in vivo 
festzustellen, die die Anheftung von Leukozyten an die GefaBinnenwande hemmen. 
55 Es ist bekannt, dafi einige der zirkulierenden weiSen Blutzellen die Tendenz besitzen, an den Innenwan- 

den . der BlutgefaBe anzuheften. Diese Tendenz verstarkt sich erheblich bei Entzundungsvorgangen. 
Leukozyten stoBen normalerweise standig gegen die BlutgefaBwande, diese Kollision ist jedoch elastisch, 
so dafi die Zellen gewissermaBen zuruckprallen und in die Zirkulation zuruckgelangen. Bei Entzundungsvor- 
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gangen fUhren biochemische Veranderungen sowohl in den Leukozyten, aber auch in den d.e BlutgefaBe 
auskleidenden Endothelzellen zu Veranderungen der Oberflacheneigenschaften beider Zellarten. Die Zellen 
verhalten sich adhasiver. Diese Adhasivitat druckt sich zunachst in einer Tendenz der Leukozyten aus, 
nach Kollision mit dem Endothel auf den Endothelzellen zu rollen. Dieses Rollen der Leukozyten auf dem 
Endothel induziert weitere biochemische Reaktionen auf beiden Bindungspartnern in deren Folge die 
Zellanheftung verstarkt wird. Durch diese weitere Verstarkung der Adhasivitat verlangsamt s.ch das Rollen 
der Leukozyten, bis diese test auf dem Endothel anhaften. Dem festen Anhaften folgt als we.terer Schr.tt 
das Auswandern der Leukozyten aus dem BlutgefaB. 

Das Rollen der Leukozyten, die feste Anheftung und das Auswandern aus den BlutgefaBen laBt sich m.t 
Leukozyten-stimulierenden Faktoren wie FMLP (f-Met-Leu-Phe), LPS (Lipopolysacchar.den) Oder TNF 
(tumor necrosis factor) induzieren. Eine mikroskopische Dokumentation dieser Vorgange ist am praparierten 
Mesenterialgewebe, z. B. der Ratte, moglich. In die Blutbahn inkizierte Substanzen lassen sich daher 
daraufhin untersuchen, ob sie in der Lage sind, die induzierten Leukozyten-Adhasionen zu beeinflussen. 

Zur praktischen Durchfuhrung dieser Untersuchung werden Ratten mit anaesthetisiert. D.e Bauchhohe 
wird eroffnet und ein Abschnitt des Dunndarms herausgezogen. Der DOnndarmabschnitt w.rd auf einem 
heizbaren Mikroskopiertisch standig feucht gehalten. Zur mikroskopischen Betrachtung wird e.n Bereich von 
Mesenterialgewebe mit Paraffinol abgedeckt. Zur Kontrolle werden in diesem Bereich alle 5 Mm. uber einen 
Zeitraum von 30 Min. alle anhaftenden - nicht stimulierten - Leukozyten gezahlt. Parallel dazu werden 
Blutdruck, Korpertemperatur und FlieBgeschwindigkeit des Blutes aufgezeichnet. Die Testsubstanz wird 
durch kontinuerliche venose Infusion wahrend des gesamten Tests appliziert. Nach Aufbrmgen von 
Leukozyten-Stimulantien, die auf das Mesenterialgewebe getropft werden, werden die anheftenden Leuko- 
zyten alle 5 Min. uber einen Zeitraum von 90 Min. gezahlt. 

Die Untersuchung erfolgt in Testgruppen. die aus jeweils drei Tieren bestehen. Das erste Tier erhalt 
lediglich das Vehikel. urn die spontane Adhasion zu bestimmen. Das zweite Tier erhalt ledighch d.e 
Leukozyten-Stimulation zur Bestimmung der pathogenen Kontrolle. Das dritte Tier erhalt Leukozyten- 
Stimulanz und Testsubstanz. 

Die Zahl der adhasierenden Leukozyten in der pathogenen Kontrolle wird gle.ch 100 % gesetzt. Die 
prozentuale Anderung der Leukozyten-Adhasion bei Testsubstanz Gabe gegenuber der pathogenen Kon- 
trolle gibt die Wirksamkeit einer Testsubstanz an. 

Im folgenden werden beispielhaft die Vorschriften fur die Synthese beschrieben, ohne daB die Synthese 
des Kohlenhydratrezeptorblockers auf diese Vorschriften eingeschrankt wird. 

MONOSACCHARID (Schema 1 und 7) 

2-Amino-2-deoxyglucose-Hydrochlorid [1] wird entsprechend der Vorschrift von R. U. Lemieux et. al. 
(ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)) durch Umsetzung mit Phthalsaureanhydrid und anschl.efiende Reakt.on 
mit Acetanhydrid/Pyridin in l,3,4,6-Tetraacetyl-2-N-acetyl-2-deoxyglucose [2] uberfuhrt. 

Durch Behandlung mit Zinntetrachlorid/Thiophenol entsteht nach K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. 
Soc 112 3695 (1990) das entsprechende 1-Thiophenylderivat [3]. Dieses wird nach der Vorschrift von B. A. 
Silwar^Fet al (J. Carbohydr. Chem. 10, 1067 (1991)) mit 6-Azidohexanol umgesetzt. Analog zu der 
Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)) erfolgt die Spaltung der Acetyl- 
und der Phthaloylschutzgruppen mit Hydrazinhydrat. Vor Abspaltung der Benzylschutzgruppen (H 2 /Pd(OH)- 
2 , MeOH) wird die freie Aminogruppe selektiv in Gegenwart der freien Hydroxylgrupen m.t uberschuss.gem 
Acetanhydrid acetyliert. Es entsteht [4]. 
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DISACCHARID (Schema 1, 2, 5 und 7) 

1) Synthese eines geschUtzten N-Acetylglucosaminbausteins 

2-Amino-2-deoxyglucose-Hydrochlorid [1] wird entsprechend der Vorschrift von R. U. Lemieux et. al. 
(ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)) durch Umsetzung mit Phthalsaureanhydrid und anschl.eBende Reakt.on 
mit Acetanhydrid/Pyridin in l,3,4,6-Tetraacetyl-2-N-acetyl-2-deoxyglucose [2] OberfOhrt. 

Durch Behandlung mit Zinntetrachlorid/Thiophenol entsteht nach K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. 
Soc 112 3695 (1990)) das entsprechende 1-Thiophenylderivat [3]. Nach Abspaltung der Acetylschutzgrup- 
pen [5Twerden die Benzyliden- und die Allylgruppe (Benzyldimethylacetal/CSA; Allylbromid/NaH) e.nge- 
fuhrt. Durch Reduktion mit NaCNBH 3 wird die 4-OH-Gruppe freigesetzt [6]. 
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2) Synthese eines geschutzten Galactosebausteins 

Galactose [7] wird entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc., Chem. Comm. 
870 (1991)) durch Versetzen mit Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP und Zjnntetrachlorid/Thiophenol in das 
5 Thioglycosid [8] uberfuhrt. Nach Abspaltung der Acectyischutzgruppen entsteht [9] durch Umsetzung mit 
Benza!dehyddimethylacetal/CSA. Nach Acetylierung (Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP) wird durch Reduk- 
tion mit NaCNBH 3 [10] erhalten. Nach erneuter Acetylierung (Acetanhydrdid/Triethylamin/DMAP) wird das 
Thioglycosid durch NBS/HF ins Fluorid [11] uberfuhrt. 

70 3) Synthese des geschutzten N-Acetyllactosamindisaccharids 

Entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 870 (1991)) wird 
das Galactosylfluorid [*11] mit dem N-Acetylglucoseaminderivat [5] in Gegenwart von AgCICVSnCb zu [12] 
verknupft, das durch Abspaltung der Allylschutzgruppe (Ru(PPh 3 h/H 2 ; TsOH/MeOH) in [13] uberfuhrt wird. 
75 Dieses wird analog zu der Vorschrift von B. A. Silwanis et. al. (J. Carbohydr. Chem. 10, 1067 (1991)) mit 6- 
Azidohexanol umgesetzt. 

Analog zu der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)) erfolgt die 
Spaltung der Acetyl- und der Phthaloylschutzgruppen mit Hydrazinhydrat. Vor Abspaltung der Benzyl- 
schutzgruppen (H2/Pd(OH) 2l MeOH) wird die freie Aminogruppe selektiv in Gegenwart der freien Hydroxyl- 
20 grupen mit uberschussigem Acetanhydrid acetyliert. Es entsteht [14]. 

TRISACCHARID (Schema 1, 2, 3, 5 und 8) 

1 ) Synthese eines geschutzten N-Acetylglucosebausteins 

25 

2-Amino-2-deoxyglucose-Hydrochlorid [1] wird entsprechend der Vorschrift von R. U. Lemieux et. al. 
(ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)) durch Umsetzung mit Phthalsaureanhydrid und anschlieBende Reaktion 
mit Acetanhydrid/Pyridin in 1,3,4,6-Tetraacetyl-2-N-acetyl-2-deoxyglucose [2] uberfuhrt. 

Durch Behandlung mit Zinntetrachlorid/Thiophenol entsteht nach K. C. Nicolaou et. af. (J. Am. Chem. 
30 Soc. 112 , 3695 (1990) das entsprechende 1-Thiophenylderivat [4]. Nach Abspaltung der Acetylschutzgrup- 
pen [5] werden die Benzyliden- und die Allylgruppe (Benzyldimethylacetal/CSA; Allylbromid/NaH) eingefuhrt 
. Durch Reduktion mit NaCNBH 3 wird die 4-OH-Gruppe freigesetzt [6]. 

2) Synthese eines geschutzten Galactosebausteins 

35 

Galactose [7] wird entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 
870 (1991)) durch Versetzen mit Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP und Zinntetrachlorid/Thiophenol in das 
Thioglycosid [8] uberfuhrt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen entsteht [9] durch Umsetzung mit 
BenzaldehyddimethylacetaJ/CSA. Nach Acetylierung (Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP) wird durch Reduk- 
40 tion mit NaCNBH 3 [10] erhalten. Nach erneuter Acetylierung (Acetanhydrdid/Triethylamin/DMAP) wird das 
Thioglycosid durch NBS/HF ins Fluorid [11] uberfuhrt. 

3) Synthese eines geschutzten Fucosebausteins 

45 Fucose [15] wird nach der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3694 (1990)) 

peracetyliert (Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP) und mit Zinntetrachlorid/Thiophenol in das Thioglycosid [16] 
uberfuhrt. AnschlieBend wird nach einem Austausch der Acetyl- gegen Benzylschutzgruppen (NaO- 
Me/MeOH; NaH/BnBr) das Thiophenol mit NBS/HF Oder NBS/DAST in das Fluorid [17] uberfuhrt. 

so 4) Synthese des geschutzten N-Acetyllactosamindisaccharids 

Entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 870 (1991)) wird 
das Galactosylfluorid [11] mit dem N-Acetylglucoseaminderivat [5] in Gegenwart von AgCICVSnCIs zu [12] 
verknupft, das durch Abspaltung der Allylschutzgruppe (Ru(PPh 3 )4/H 2 ; TsOH/MeOH) in [13] uberfuhrt wird. 
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5) Synthese des geschutzten Lewis-X-trisaccharids 

Das Disaccharid [13] wird nach der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 
870 (1991)) mit dem Fucosylfluorid [17] (AgCI04/SnCi 2 ) zum Lewis-X-Derivat [18] umgesetzt. 
Dieses wird analog zu der Vorschrift von B. A. Siiwanis et. al. (J. Carbohydr. Chem. 10, 1067 (1991)) mit 6- 
Azidohexanol umgesetzt. 

Analog zu der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)) erfolgt die 
Spaltung der Acetyl- und der Phthaloylschutzgruppen mit Hydrazinhydrat. Vor Abspaltung der Benzyl- 
schutzgruppen (H 2 /Pd(OH) 2 , MeOH) wird die freie Aminogruppe selektiv in Gegenwart der freien Hydroxyl- 
grupen mit uberschussigem Acetanhydrid acetyliert. Es entsteht [19]. 

TETRASACCHARID (Schema 1-6 und 8) 

1) Synthese eines geschutzten N-Acetylglucosebausteins 

2-Amino-2-deoxyglucose-Hydrochlorid [1] wird entsprechend der Vorschrift von R. U. Lemieux et. al. 
(ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)) durch Umsetzung mit Phthaisaureanhydrid und anschlieBende Reaktion 
mit Acetanhydrid/PyTTdin in 1 ,3,4,6-Tetraacetyl-2"N-acetyl-2-deoxygiucose [2] uberfuhrt. 

Durch Behandlung mit Zinntetrachlorid/Thiophenol entsteht nach K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. 
Soc. 112, 3695 (1990) das entsprechende 1-Thiophenylderivat [4]. Nach Abspaltung der Acetylschutzgrup- 
pen [iTwerden die Benzyliden- und die Allylgruppe (Benzyldimethylacetal/CSA; Allylbromid/NaH) einge- 
fuhrt. Durch Reduktion mit NaCNBH 3 wird die 4-OH-Gruppe freigesetzt [6]. 

2) Synthese eines geschutzten Galactosebausteins 

Galactose [7] wird entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 
870 (1991)) durch Versetzen mit Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP und Zinntetrachlorid/Thiophenol in das 
Thioglycosid [8] uberfuhrt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen entsteht [9] durch Umsetzung mit 
Benzaldehyddimethylacetal/CSA. Nach Acetylierung (Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP) wird durch Reduk- 
tion mit NaCNBH 3 [10] erhalten. Nach erneuter Acetylierung (Acetanhydrdid/Triethylamin/DMAP) wird das 
Thioglycosid durch NBS/HF ins Fiuorid [11] uberfuhrt. 

3) Synthese eines geschutzten Fucosebausteins 

Fucose [15] wird nach der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3694 (1990)) 
peracetyliert (Acetanhydrid/Triethylamin/DMAP) und mit ZinntetrachioridAThiophenol in das Thioglycosid [16] 
uberfuhrt. AnschlieBend wird nach einem Austausch der Acetyl- gegen Benzylschutzgruppen (NaO- 
Me/MeOH; NaH/BnBr) das Thiophenol mit NBS/HF oder NBS/DAST in das Fiuorid [17] uberfuhrt. 
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55 4) Synthese eines geschutzten N-Acetylneuraminsaurebausteins 

N-Acety!neuraminsaure [20] wird durch Behandlung mit Dowex 50 in Methanol nach der Vorschrift von 
R. Kuhn et. al. (Chem. Ber. 99, 611 (1966))in den entsprechenden Methylester [15] uberfuhrt und mit 
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Acetanhydrid in Gegenwart von katalytischen Mengen SchwefelsSure nach der Vorschrift von K. C. Nicolaou 
et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 870 (1991)) peracetyliert. AnschlieBend wird mit Natronlauge 
deacetyliert und mit Benzylbromid/NaOH/BiuNI zu [21] perbenzyliert. Durch Umsetzung mit Phenylsulfenyl- 
chlorid entsteht dann der Neuraminsauredonor [22]. 

5 

5) Synthese des geschutzten N-Acetyllactosamindisaccharids 

Entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm. 870 (1991)) wird 
das Galactosylfluorid [11] mit dem N-Acetylglucoseaminderivat [5] in Gegenwart von AgCICVSnCfe zu [12] 
w verknupft, das durch Abspaltung der Allylschutzgruppe (Ru(PPh 3 )*/H 2 ; TsOH/MeOH) in [13] uberfuhrt wird. 

6) Synthese des geschutzten Lewis-X-trisaccharids 

Das Disaccharid [13] wird nach der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Chem. Soc, Chem. Comm 
rs 870 (1991)) mit dem Fucosylfluorid [17] (AgCIO^/SnClz) zum Lewis-X-Derivat [18] umgesetzt. 

7) Synthese des geschutzten Sialyl-Lewis-X-Tetrasaccharids 

Das Trisaccharid [18] wird entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 
20 114, 3127 (1992)) mit NBS/DAST in das Fluorid uberfuhrt, das nach Umsetzung mit o-Nitrobenzylalko- 
hoI/AgCI0 4 /SnCl2 das entsprechende Glycosid liefert. Die Reaktion mit NaOMe/HOMe liefert die Trih- 
ydroxyverbindung [23]. 

Diese wird entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)) 
durch Umsetzung mit [22] in Gegenwart von Hg(CN) 2 /HgBr 2 zum Sialyl-Lewis-X-Derivat [24] verknupft. 

25 Entsprechend der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)) wird mit 

Acetanhydrid/Pyridin acetyliert und zur Abspaltung der Nitrobenzylgruppe bestrahlt. Anschliefiend erfolgt 
die Abspaltung der Thiophenylgruppe durch Reaktion mit Triphenylzinnhydrid/AIBN sowie die Umwandlung 
in das Fluorid [25] durch Umsetzung mit Diethylaminoschwefelftifluorid. Diese Verbindung wird dann analog 
zu obiger Vorschrift mit 6-Azidohexanol in Gegenwart von AgOTf/HfCp 2 CI 2 zum entsprechenden Glycosid 

30 umgesetzt. 

Analog zu der Vorschrift von K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)) erfolgt die 
Spaltung der Acetylschutzgruppen sowie die der Phthaloylschutzgruppe mit Hydrazinhydrat, die des 
Methylesters mit Lil/Pyridin. Vor Abspaltung der Benzylschutzgruppen (H 2 /Pd(OH) 2i MeOH) wird die freie 
Aminogruppe selektiv in Gegenwart der freien Hydroxylgrupen mit uberschussigem Acetanhydrid acetyliert 
35 Es ensteht [26]. 

In den sich anschlieflenden Beispielen wird die Erfindung weiter erlautert. Prozentangaben beziehen 
sich auf das Gewicht. Mischungsverhaltnisse bei Flussigkeiten beziehen sich auf das Volumen, wenn keine 
anderen Angaben gemacht wurden. 

Die fur die Kopplung von Mono-, Di- und Oligosaccharidbausteinen geeigneten biodegradablen Polyme- 
40 re werden nach beschriebenen Verfahren der Polymerchemie hergestellt. Die Kopplung selbst erfolgt nach 
ublichen polymeranalogen Syntheseverfahren. 

So wird z.B. Poly-D,L-Succinimid (PSI) entsprechend der Vorschrift von Neri et al., J. Med. Chem., 16, 
893 (1973) durch Einwirkung von 85 %iger Phosphorsaure auf Asparaginsaure bei Temperaturen ' von 
160-C - 180 e C gewonnen. Durch polymeranaloge Umsetzung von PSI mit Hydroxyethylamin bei Raum- 
tempertur Oder leicht erhohter Temperatur erhalt man Poly-a,/3-(2-hydroxyethyl)-D,L-aspartamid (PHEA) 
(Neri et al., ibid). Die Alkoholgruppen des PNEA lassen sich nach ublichen Verfahren verestern (US 
5.041.291). Bei partieller Umsetzung von PSI mit Ethanolamin erhalt man entsprechende Copolymere (US 
5.229.469). Die basische Hydrolyse von PSI fuhrt zur Polyasparaginsaure (analog Giammona et al., Chem 
Pharm. Bull. 37(8), 2245 (1989). 

Analog zur Reaktion mit Hydroxyethylamin kann PSI auch mit anderen Aminen umgesetzt werden (EP 0 
548 794), wodurch sich zusatziiche funktionelle Gruppen einfuhren lassen, die als Wirkungsverstarker 
fungieren konnen. 

Poly-L-Lysinmethylester-fumaramid, als ein weiteres Ausgangspolymer, wird durch Grenzphasenpoly- 
kondensation aus L-Lysinmethylester und Fumarsauredichlorid hergestellt (US 4.834.248). Die Methylester- 
gruppen konnen direkt oder nach partieller Hydrolyse und anschlieflender Aktivierung, z.B. als p-Nitrophe- 
nylester, mit den aminogruppenhaltigen Mono-, Di- und Oligosacchariden umgesetzt werden. 

Analog, d.h. mittels p-Nitrophenylester, lassen sich polymere Kohlenhydratrezeptorblocker auf Basis 
von Polyglutarmaten herstellen (Polymersynthese analog: Anderson in "Macromolecules as Drugs and as 
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Carriers for Biologically active Materials" (Ed: D.A. Tirell), NY Acad. Sci., NY, 1985, S. 67-75). 

Hydroxyethylstarke wird vor der Umsetzung mit den aminogruppenhaltigen Kohlenhydratderivaten 
aktiviert durch Perjodatoxidation (analog Schacht et al. in "Macromolecules as Drugs and as Carriers for 
Biologically active Materials" (Ed: D.A. Tirell), NY Acad. ScL NY, 1985, 199 - 212) bzw. durch Reaktion mit 
5 Chlorkohlensaureestem wie p-Nitrophenyl- und N-Hydroxysuccinimidylchloroformat (analog Wilchek, M. und 
Miron, T.; Biochem. Int. 4, 629 (1982)). 

Die Umsetzung des Polymers mit dem Wirkungsverstarker einerseits und des Kohlenhydratanteils mit 
dem bifunktionellen Spacer andererseits findet in homogener Losung statt. Bevorzugt in Wasser oder in 
wassermischbaren Losemitteln, wie vorzugsweise Dimethylformamid oder Acetonitril. Besonders bevorzugt 
70 in einem Gemisch aus Wasser und wassermischbaren Losemitteln, bevorzugt im Verhaltnis 1:1. 

Die Reaktion wird bei 0°C - 80 °C, bevorzugt bei 20 °C - 40 6 C und besonders bevorzugt bei 35 e C - 
40 * C durchgefuhrt. 

Die in den folgenden Beispielen in eckigen Klammern angegebenen Zahlen beziehen sich auf die in 
den Schemata angegebenen Zahlen. 

75 

1 . Synthese des Monosaccharids 

1 ,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-^-D-glucopyranose [2] ■ 

20 D-Glucosaminhydrochlorid [1] (0,22-5,32 g, 1-20 mMol) werden zu einer Natriummethylatlosung (herge- 

stellt aus 0,02-0,56 g Natrium und 1-20 ml Methanol) gegeben, 10 min geschuttelt und von ausgefallenen 
Natriumchlorid abfiltriert. Das Filtrat wird mit Phthalsaureanhydrid (0,07-1,48 g,- 0,5-10 mMol) 10 min geruhrt 
und dann mit Triethylamin (0,10-2,02 g, 1-20 mMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird das 
Losungsmittel eingedampft und der Ruckstand unter Kuhlung mit Pyridin (2-40 ml) und Acetanhydrid (5-20 

25 ml) versetzt. Nach 16 Std. bei Raumtemperatur wird giefit man auf Eis und extrahiert das Produkt mit 
Dichlormethan. Nach Waschen mit Wasser, verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbo- 
natlosung erhalt man das Rohprodukt, das aus Ether umkristallisiert wird (0,31-8,02 g, ca. 82 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 454. 
NMR-Daten im Einklang mit R. U. Lemieux et. al. (ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)). 

30 

1-Thiophenyl-3,4,6-tri-0-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-^-D-glucopyranose [3] 

Das Produkt [2] (0,31-8,02 g, 0,68-17,7 mMol) wird in 3,2-100 ml trockenem Dichlormethan gelost, mit 
Thiophenol (0,15-3,9 g, 1,36-35,4 mMol) und Zinntetrachlorid (0,35-9,22 g, 1,36-35,4 mMol) versetzt und bis 
35 zur vollstandigen Reaktion geruhrt. Nach Verdunnen des Reaktionsgemischs wascht man mit gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung. Nach dem Einengen erhalt man das Rohprodukt [3]. Die Reinigung erfolgt 
durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-hexan-Gradienten (0,27-71.4 g, 0,54-14,2 
mMol, ca. 80 %). 

FAB-MS: M + H + = 504. 

40 NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicoiaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3695 (1990))T. J. Caulfield, Ph. 
D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

1 -(6-Aminohexyl)-2-deoxy-2-acetamido-/S-D-Glucopyranose [4] 

45 Das Rohprodukt [3] (0,27-7,14 g, 0,54-14,2 mMol) und 6-Azidohexanol (0,27-3,54 g, 1,08-14,1 mMol) 

werden in trockenem Acetonitril gelost und bei 0°C mit Molsieb (0,2-5 g, 3 A), Trifluormethansulfonsauretri- 
methylsilylester (0,02-1,56 g, 0,1-7 mMol) versetzt. Nach Abgeschlossener Reaktion wird abfiltriert und mit 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Einengen erhalt man das Rohprodukt das 
durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,17-2,23 g, 

50 0,35-4,58 mMol, ca. 69 % Ausbeute). Anschliefiend wird in Methanol/'Hydrazinhydrat (1:1) (1-30 ml) 
aufgenommen und bis zur vollstandigen Reaktion auf 80°C erwarmt. Nach Verdampfen des Losungsmittels 
wird das Rohprodukt in Dichlormethan/Methanol (1:1) aufgenommen und bei 0°C mit Acetanhydrid (3,5-45,8 
mMol) bis zur vollstandigen Reaktion geruhrt. Nach Eindampfen erfolgt die Reduktion des Azids mit 
Wasserstoff in Gegenwart katalytischer Mengen Palladium auf Kohle (10 %) (0,01-1,5 g) in Methanol (0,5-40 

55 ml). Das nach Eindampfen anfallende Rohprodukt wird durch Gelchromatographie an Biogel P2 gereinigt (- 
[4]; 0,08-1,02 g, 0,25-3,2 mMol, ca.: 70 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 321. 

1 H-NMR [300 MHz, DMSO]: 7,68 (HNAc), 4,23 (GlcNAc-H-1 ), 3,78-3,6 (m), 3,49-3,23 (m), 3,08-3,02 (m) 
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2,58, 1,79 (GlcNCOCH 3 ), 1.51-1,21 (0-(CH 2 )-N). 
2. Synthese des Disaccriarids 
5 2.1 Synthese der einzelnen Zuckerbausteine 

2.1.1 Synthese des N-Acetyglucosaminbausteins [6] 
1 ,3,4 1 6-Tetra-0-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-/S-D-glucopyranose [2] 



TO 



D-Glucosaminhydrochlorid [1] (0,22-5,32 g, 1-20 mMol) werden zu einer Natriummethylatlosung (herge- 
stellt aus 0,02-0,56 g Natrium und 1-20 mi Methanol) gegeben, 10 min geschuttelt und von ausgefallenen 
Natriumchlorid abfiltriert. Das Filtrat wird mit Phthalsaureanhydrid (0,07-1,48 g, 0,5-10 mMol) 10 min gerCihrt 
und dann mit Triethylamin (0,10-2,02 g, 1-20 mMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird das 

75 Losungsmittel eingedampft und der Ruckstand unter Kuhlung mit Pyridin (2-40 ml) und Acetanhydrid (5-20 
ml) versetzt. Nach 16 Std. bei Raumtemperatur wird gieBt man auf Ets und extrahiert das Produkt mit 
Dichlormethan. Nach Waschen mit Wasser, verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbo- 
natlosung erhalt man das Rohprodukt, das aus Ether umkristallisiert wird (0,31-8,02 g ca 82 % Ausbeute) 
FAB-MS: M + H + = 454. 

20 NMR-Daten im Einklang mit R. U. Lemieux et. al. (ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)). 

1 -Thiophenyl-2-deoxy-2-phthalimido-^-D-glucopyranose [5] 

Das Produkt [2] (0,31-8,02 g, 0,68-17,7 mMol) wird in 3,2-100 ml trockenem Dichlormethan gelost, mit 
25 Thiophenol (0,15-3,9 g, 1,36-35,4 mMol) und Zinntetrachlorid (0,35-9,22 g, 1,36-35,4 mMol) versetzt und bis 
zur vollstandigen Reaktion geruhrt. Nach Verdunnen des Reaktionsgemischs wascht man mit gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung. Das so erhaltene Rohprodukt [3]. [3] wird durch Chromatograhie an 
Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt (0,27-7,14 g, 0,54-14,2 mMol, ca. 80 %), 
wird in wasserfreiem Methanol (3-90 ml) gelost und mit katalytischen Mengen Natriummethylat (hergestellt 
30 aus 0,002-0,05 g Natrium in 0,1-2 ml Methanol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird mit saurem 
lonenaustauscher (0,2-5 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutralisiert ([5]; 0,21-5,31 g, 0,54-14,1 mMol, ca. 99 
% Ausbeute). 

FAB-MS: M + H+ = 378. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3695 (1990)); bzw. T. J. 
35 Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

1-Thiophenyl-3-0-aliyl-6-0-benzyl-2-deoxy-2-phthalimido-B-D-glucopyranose [6] 

Das Rohprodukt [5] (0,21-5,31 g, 0,54-14,1 mMol) wird in wasserfreiem Acetonitril (3-90 ml) mit 
40 Benzaldehyddimethylacetal (0,12-3,22 g, 0,81-21,1 mMol) und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure (4- 
90 mg) bis zum Ende der Reaktion geruhrt. Das nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlo- 
sung anfallende Rohprodukt wird in wasserfreiem Dimethylformamid (2,5-85 ml) mit Natriumhydrid (0,02- 
0,51 g, 0,81-21,15 mMol) und Allylbromid (0,09-2,37 g, 0,75-19,74 mMol] versetzt. Nach abgeschlossener 
Reaktion versetzt man mit Methanol (0,06-1,55 ml, 2,7-70,5 mMol), verdunnt mit Essigester und wascht 
nacheinander mit gesattigter Ammoniumchlorid- und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung. Das 
Rohprodukt [5] wird durch Chromatograhie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gerei- 
nigt (0,23-5,98 g, 0,46-12,13 mMol, ca. 86 %), anschlieSend in trockenem Tetrahydrofuran (3,5-90 ml) 
aufgenommen und mit Natriumcyanoborhydrid (0,67-17,7 g, 10,8-282 mMol) versetzt. Anschliefiend wird bis 
zur abgeschlossenen Reaktion langsam etherischer Salzsaurelosung zugegeben. Nach Filtration wird die 
organische Phase mit Essigester verdunnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung neutral 
gewaschen. Das Rohprodukt [6] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan- 
Gradienten gereinigt (0,17-4,56 g, 0,35-9,17 mMol, ca. 74 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 416. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 1J2, 3695 (1990)); bzw. T. J. 
55 Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 
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2.1.2 Synthese des Galactosebausteins [11] 
l-Thiophenyl-a.a^.e-tetra-O-acetylgalacto-jS-D-pyranose [8] 

5 Galactose [7] (0,18-3,6 g, 1-20 mMol) wird in Dichlormethan (5-90 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid 

(0,75-15,43 g, 7,5-150 mMol), Triethlyamin (0,8-16,3 g, 8-160 mMol) und katalytischen Mengen Dimethyla- 
minopyridin (0,01-0,1 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser und extrahiert das 
Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter Salzsaure 
und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan (3,5-110 

70 ml) gelost und mit Thiophenol (0,22-4,41 g, 2-40 mMol) und Zinntetrachlorid (0,51-10,28 g, 2-40 mMol) 
versetzt. Nach beendeter Reaktion verdunnt man und erhalt nach Waschen mit gesattigter Natriumhydro- 
gencarbonatlosung das Rohprodukt [8], das durch Chromatographic an Kieselgel mit einem Essigester/iso- 
Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,37-7,48 g, 0,85-17 mMol, ca. 85 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 441. 

75 NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc, 112, 3695 (1990)); bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

1 -Thiophenyi-4,6-0-benzyliden-/S-D-galactopyranose [9] 

20 Das Produkt [8] (0,37-7,48 g, 0,85-17 mMol) wird in wasserfreiem Methanol (4-150 ml) gelost und mit 

katalytischen Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 0,003-0,06 g Natrium in 0,1-2,5 ml Methanol) 
versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird mit saurem lonenaustauscher (0,25-6 g Amberlite IR-120, H + - 
Form) neutralisiert und eingedampft. Das erhaltene Reaktionsprodukt wird in wasserfreiem Acetonitril (4,5- 
150 ml) mit Benzaldehyddimethylacetal (0,19-5,05 g. 1,27-33,1 mMol) und katalytischen Mengen p- 

25 Toluolsulfonsaure (4-90 mg) bis zum Ende der Reaktion geruhrt Nach Waschen mit gesattigter Natriumh- 
ydrogencarbonatlosung entsteht das Rohprodukt [9], das durch Chromatographie an Kieselgel mit einem 
Dichlormethan/Methanol-Gradienten gereinigt wird (0,28-5,51 g, 0,77-15,3 mMol, ca. 90 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 361. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
30 Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1 -Thiopheny l-2,3-di-0-acetyl-6-0-benzy l-0-D-galactopyranose [1 0] 

Das Produkt [9] (0,28-5,51 g, 0,77-15,3 mMol) wird in Dichlormethan (4-60 ml) suspendiert und mit 
35 Acetanhydrid (0,23-4,75 g, 2-40 mMol), Triethlyamin (0,25-5,02 g, 2,46-49,23 mMol) und katalytischen 
Mengen Dimethylaminopyridin (0,01-0,08 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser 
und extrahiert das Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit 
verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem 
Tetrahydrofuran (2,45-130 ml) gelost und mit Natriumcyanoborhydrid (0,96-25,3 g. 15,4-402,8 mMol). 
40 AnschlieBen wird bis zur abgeschlossenen Reaktion langsam mit etherischer Salzsaurelosung versetzt. 
Nach Filtration wird die organische Phase mit Essigester verdunnt und mit gesattigter Natriumhydrogencar- 
bonatlosung neutral gewaschen. Das Rohprodukt [10] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem 
Essigester/isoHexan-Gradienten gereinigt (0,27-5,46 g, 0,62-12,24 mMol, ca. 80 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 447. 

45 NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation University of California, San Diego, 1993. 

1 -Fluor-2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-benzyl-)S-D-galactopyranose [11] 

50 Das Produkt [9] (0,27-5,46 g, 0,62-12,24 mMol) wird in Dichlormethan (4-60 ml) suspendiert und mit 

Acetanhydrid (0,14-2,91 g, 1,24-24,8 mMol), Triethlyamin (0,15-3,11 g, 1,53-30,53 mMol) und katalytischen 
Mengen Dimethylaminopyridin (0,003-0,04 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser 
und extrahiert das Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit 
verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem 

55 Dichlormethan bei -78°C (5-80 ml) mit Dimethylaminoschwefeltrifluorid (0,25-4,89 g, 1,86-36,7 mMol) und 
N-Bromsuccinimid (0,11-3,26 g, 0,93-18,36 mMol) versetzt und auf Raumtemperatur aufgewarmt. Nach 
Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung engt man ein und trennt die Reaktionsnebenpro- 
dukte durch Kieselgeichromatographie (Stufengradient: Essigester/iso-Hexan) ab, so daB [11] entsteht (0,21- 
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4,14 g, 0,53-10,4 mMol, ca. 85 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H H = 399. 

NMR : Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

2.2 Aufbau des Disaccharids aus dem N-Acetylglucosaminbaustein und dem Galactosebaustein 

1-Thiophenyl-(2 1 3,4-tri-0-acetyl-6-0-ben2yl-/3-D-Galactopyranosyl)-(1-4)-3-0-alkyl-2-deoxy-2-acetmi 
glucopyranose [12] 4 

Das N-Acetylglucosaminderivat [5] (0,17-4,56 g, 0,35-9,17 mMol) und das Galactosederivat [11] (0,21- 
4,14 g, 0,53-10,4 mMol) werden in Dichlormethan (3-120 ml) gelost, mit Molsieb 4 A (0,1 5-7,8* g), 
Silberperchlorat (0,11-5,39, 0,525-26,0 mMol) und Zinn(ll)chlorid (0,1-4,93 g, 0,525-26,0 mMol) bei' 0*C 
versetzt. Nach voHstandiger Reaktion wird abfiltriert und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung 
5 gewaschen. Das Rohprodukt [12] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan- 
Gradienten gereinigt (0,23-5,61 g, 0,26-6,42 mMol, ca. 70 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 874. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1-Thiophenyl-(2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-benzyl-/9-D-Galactopyranosyl)-(1 -4)-2-deoxy-2-acetamido-;9-D- 
glucopyranose [13] 

[12] (0,23-5.61 g. 0,26-6,42 mMol) werden in Ethanol (30-900 ml) gelost und mit katalytischen Mengen 
Tetrakis-(triphenylphosphin)-ruthenium(ll)hydrid (0,005-0,04 g) auf 95 °C erwarmt. Nach beendeter Reaktion 
wird abfiltriert, eingeengt/ in Methanol (2,5-85 ml) aufgenommen und mit katalytischen Mengen p-Toluolsul- 
fonsaure (0,001-0,08 g) versetzt. Nach voHstandiger Reaktion wascht man mit gesattigter Natriumhydrogen- 
carbonatlosung und erhalt nach Einengen das Rohprodukt [13]. Die Reinigung erfolgt durch Chromatogra- 
phie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten (0,2-4,81 g s 0,234-5,78 mMol, ca. 90 % 
Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 834. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1 -(6-Aminohexyl)-O-09-D-Galactopy ranosy l)-(1 -4)-2-deoxy-2-acetamido-£-D-glucopyranose [1 4] 

[13] (0,21-2,66 g, 0,54-7,05 mMol) und 6-Azidohexanol (0,27-3,54 g, 1,08-14,1 mMol) werden in 
trockenem Acetonitril gelost und bei 0*C mit Molsieb (0,2-5 g), Trifluormethansulfonsauretrimethylsllylester 
(0,02-1,56 g, 1-70 mMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird abfiltriert und mit gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Einengen erhalt man das Rohprodukt das durch Chro- 
matographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,17-2,23 g, 0,35-4,58 
mMol, ca. 65 % Ausbeute). AnschlieBend wird in Methanol/Hydrazinhydrat (1:1) (1-30 ml) aufgenommen 
und bis zur vollstandigen Reaktion auf 80° C erwarmt. Nach Verdampfen des Losungsmittels wird das 
Rohprodukt in Dichlormethan/Methanol (1:1) aufgenommen und bei 0°C mit Acetanhydrid (3,5-45,8 mMol) 
bis zur vollstandigen Reaktion geruhrt Nach Eindampfen erfolgt die Reduktion des Azids mit Wasserstoff in 
Gegenwart katalytischer Mengen Palladium auf Kohle (10 %) (0,01-1,5 g] in Methanol (0,5-40 ml). Das nach 
Eindampfen anfallende Rohprodukt wird durch Gelchromatographie an Biogel P2 gereinigt [14] (0,12-1,54 g, 
0,25-3,2 mMol, ca.: 70 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 483. 

'H-NMR [300 MHz D 2 0]: 4,98 (Fuc-H-1), 4,28 (Gal-H-1), 4,33, 3.99-3,38 (m), 2,99. 2,09 (GlcNCOCH 3 ), 1,72- 
1 ,32 (0(CH 2 )s-CH 2 -N), 1 ,1 1 (Fuc-CH 3 ) ppm. 
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3. Synthese des Trisaccharids 

3.1 Synthese der einzelnen Zuckerbausteine 

5 3.1 .1 Synthese des N-Acetylglucosaminbausteins [6] 

1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-/3-D-glucopyranose [2] 

D-Glucosaminhydrochlorid [1] (0,216-5,32 g, 1-20 mMol) wird zu einer Natriummethylatlosung (herge- 
io stellt aus 0,023-0,56 g Natrium und 1-20 ml Methanol) gegeben, 10 min geschuttelt und von ausgefallenen 
Natriumchlorid abfiltriert. Das Filtrat wird mit Phthalsaureanhydrid (0,074-1,48 g, 0,5-10 mMol) 10 mm 
geruhrt und dann mit Triethylamin (0,1-2,02 g, 1-20 mMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird 
das Losungsmittel eingedampft und der Ruckstand unter Kuhlung mit Pyridin (2-40 ml) und Acetanhydnd 
(5-20 ml) versetzt. Nach 16 Std. bei Raumtemperatur wird giefit man auf Eis und extrahiert das Produkt mit 
75 Dichlormethan. Nach Waschen mit Wasser, verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbo- 
natlosung erhalt man das Rohprodukt, das aus Ether umkristallisiert wird (0,31-8,02 g, ca. 82 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 454. 
NMR-Daten im Einklang mit R. U. Lemieux et. al. (ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)). 

20 i-Thiophenyl-2-deoxy-2-phthalimido-£-D-glucopyranose [5] 

[2] (0 31-8 02 g, 0,68-17,7 mMol) wird in 3,2-100 ml trockenem Dichlormethan gelost, mit Thiophenol 
(015-3 9 g 1.36-35,4" mMol) und Zinntetrachlorid (0,35-9,22 g, 1,36-35,4 mMol) versetzt und bis zur 
vollstandigen Reaktion geruhrt. Nach Verdunnen des Reaktionsgemischs wascht man mit gesattigter 

25 Natriumhydrogencarbonatlosung. Das so erhaltene Rohprodukt wird durch Chromatographie an Kieselgel 
mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt (0,27-7.14 g, 0,54-14,2 mMol. ca. 80 %). [3] wird in 
wasserfreiem Methanol (3-90 ml) gelost und mit katalytischen Mengen Natrium methylat (hergestellt aus 
0 002-0 05 g Natrium in 0,1-2 ml Methanol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird mit saurem 
lonenau'stauscher (0,2-5 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutralisiert (4:0,21-5,31 g, 0,54-14,1 mMol, ca. 99 % 

30 Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 378. _ , , 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3695 (1990)), bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

35 1 -Thiophenyl-3-O-ally l-6-0-benzyl-2-deoxy-2-phthalimido-/3-D-glucopyranose [6] 

Das Rohprodukt [5] (0.21-5,31 g, 0,54-14,1 mMol) wird in wasserfreiem Acetonitril (3-90 ml) mit 
Benzaldehyddimethylacetal (0,12-3,22 g, 0,81-21,1 mMol) und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure (4- 
90 mg) bis zum Ende der Reaktion geruhrt. Das nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlo- 

40 sung anfallende Rohprodukt wird in wasserfreiem Dimethylformamid (2,5-85 ml) mit Natriumhydrid (0,02- 
0 51 g 0 81-21,15 mMol) und Allylbromid (0,09-2,37 g, 0.75-19,74 mMol) versetzt. Nach abgeschlossener 
Reaktion 'versetzt man mit Methanol (0,06-1,55 ml, 2,7-70,5 mMol), verdunnt mit Essigester und wascht 
nacheinander mit gesattigter Ammoniumchlorid- und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung. Das 
Rohprodukt [5] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten 

45 gereinigt (0 23-5,98 g, 0,46-12,13 mMol, ca. 86 %) und anschliefiend in trockenem Tetrahydrofuran (3,5-90 
ml) aufgenommen und mit Natriumcyanoborhydrid (0,67-17,7 g, 10,8-282 mMol) versetzt. AnschlieGend w.rd 
bis zur abgeschlossenen Reaktion langsam etherischer Salzsaurelosung zugegeben. Nach Filtration wird 
die organische Phase mit Essigester verdunnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung neutral 
gewaschen. Das Rohprodukt [6] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan- 

50 Gradienten gereinigt (0,17-4,56 g, 0,35-9,17 mMol, ca. 74 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 416. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112. 3695 (1990))T. J. Caulfield, Ph. 
D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 
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3.1 .2 Synthese des Galactosebausteins [1 1 ] 
l-Thiophenyl-a.S^.e-tetra-O-acetyl-^-D-galactopyranose [8] 

5 Galactose [7] (0.18-3,6 g, 1-20 mMol) wird in Dichlormethan (5-90 ml) suspendiert und mil Acetanhydrid 

(0,75-15,43 g, 7,5-150 mMol), Triethlyamin (0,8-16,3 g, 8-160 mMol) und katalytischen Mengen Dimethyla- 
minopyridin (0,01 -0 : 1 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion giefit man auf Eiswasser und extrahiert das 
Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter Salzsaure 
und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan (3,5-110 

io ml) gelost und mit Thiophenol (0,22-4,41 g, 2-40 mMol) und Zinntetrachlorid (0,51-10,28 g, 2-40 mMol) 
versetzt. Nach beendeter Reaktion verdunnt man und erhalt man nach Waschen mit gesattigter Natriumh- 
ydrogencarbonatlosung das Rohprodukt [8], das durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essige- 
ster/iso-Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,374-7,48 g, 0,85-17 mMol, ca. 85% Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 441. 

75 NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3695 (1990)), bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

1 -Thiopheny l-4,6-0-benzyliden-£-D-galactopyranose [9] 

20 [8] (0,374-7,48 g, 0,85-17 mMol) wird in wasserfreiem Methanol (4-150 ml) gelost und mit katalytischen 

Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 0,003-0,06 g Natrium in 0,1-2,5 ml Methanol) versetzt. Nach 
abgeschlossener Reaktion wird mit saurem lonenaustauscher (0,25-6 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutrali- 
siert und eingedampft. Das erhaltene Reaktionsprodukt wird in wasserfreiem Acetonitril (4,5-150 m!) mit 
Benzaldehyddimethylacetal (0,19-5,05 g. 1,27-33,1 mMol) und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure (4- 

25 90 mg) bis zum Ende der Reaktion geruhrt. Nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung 
entsteht das Rohprodukt [9] (0,28-5.51 g, 0,77-15,3 mMol, ca. 90 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 361. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

30 

1 -Thiophenyl-2,3-di-0-acetyl-6-0-benzyl-/S-D-galactopyranose [1 0] 

[9] (0,28-5,51 g, 0,77-15,3 mMol) wird in Dichlormethan (4-60 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid 
(0,23-4,75 g, 2-40 mMol), Triethlyamin (0,25-5,02 g, 2,46-49,23 mMol) und katalytischen Mengen Dimethylar 

35 minopyridin (0,01-0,08 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieGt man auf Eiswasser und extrahiert das 
Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter Salzsaure 
und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Tetrahydrofuran (2,45-130 
ml) gelost und mit Natriumcyanoborhydrid (0,96-25,3 g, 15,4-402,8 mMol). AnschlieBen wird bis zur 
abgeschlossenen Reaktion langsam mit etherischer Salzsaurelosung versetzt. Nach Filtration wird die 

40 organische Phase mit Essigester verdunnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung neutral 
gewaschen. Das Rohprodukt [10] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan- 
Gradienten gereinigt (0,27-5,46 g, 0,62-12,24 mMol, ca. 80 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 447. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
45 Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1 -Fluor-2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-benzyl-;S-D-galactopyranose [11] 

[9] (0,27-5,46 g 0,62-12,24 mMol) wird in Dichlormethan (4-60 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid 
50. (0,14-2,91 g, 1,24-24,8 mMol), Triethlyamin (0,15-3,11 g, 1,53-30,53 mMol) und katalytischen Mengen 
Dimethylaminopyridin (0,003-0,04 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser und 
extrahiert das Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter 
Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan 
bei -78°C (5-80 ml) mit Dimethylaminoschwefeltrifluorid (0,25-4,89 g, 1,86-36,7 mMol) und N-Bromsuccini- 
55 mid (0,11-3,26 g, 0,93-18,36 mMol) versetzt und auf Raumtemperatur aufgewarmt. Nach Waschen mit 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung engt man ein und trennt die Reaktionsnebenprodukte durch 
Kieselgelchromatographie (Stufengradient: Essigester/iso-Hexan) ab so daS [11] entsteht (0,21-4,14 g, 0,53- 
10,4 mMol, ca. 85 % Ausbeute). 
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FAB-MS: M + FT = 399. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicoiaou et.al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D." Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

5 3.1.3 Synthese des Fucosebausteins [17] 

1 -Thiophenyl-2,3,4-tri-0-acety l-£-L-fucose [1 6] 

Fucose [15] (0,16-32,8 g, 1-20 mMol) wird in Dichlormethan (5-90 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid 
io (0,75-15,43 g, 7,5-150 mMol), Triethlyamin (0,8-16,3 g, 8-160 mMol) und katalytischen Mengen Dimethyla- 
minopyridin (0,01-0,1 g) versetzt Nach beendeter Reaktion gie/3t man auf Eiswasser und extrahiert das 
Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdiinnter Salzsaure 
und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan (3,5-110 
ml) gelost und mit Thiophenol (0,22-4,41 g, 2-40 mMol) und Zinntetrachlorid (0,51-10,28 g, 2-40 mMol) 
75 versetzt. Nach beendeter Reaktion verdunnt man und erhalt nach Waschen mit gesattigter Natriumhydro- 
gencarbonatlosung das Rohprodukt [16], das durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso- 
• Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,34-6,88 g, 0,9-18 mMol, ca. 90 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 382. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicoiaou et a!. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3695 (1990)), bzw. T. J. 
20 Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

1 -Thiophenyl-2,3,4-tri-0-benzy !-b-L-fucose [1 7] 

[16] (0,34-6,88 g, 0,9-18 mMol) wird in wasserfreiem Methanol (5-180 ml) gelost und mit katalytischen 
25 Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 0,005-0,09 g Natrium in 0,2-2,9 ml Methanol) versetzt. Nach 
abgeschlossener Reaktion wird mit saurem lonenaustauscher (0,3-6,7 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutra- 
lisiert und eingedampft. Das erhaltene Reaktionsprodukt wird in wasserfreiem Dimethylformamid (5-140 ml) 
mit Natriumhydrid (0,16-3,21 g, 6,75-135 mMol) und Benzylbromid (0,92-18,46 g, 5,4-108 mMol) versetzt. 
Nach abgeschlossener Reaktion versetzt man mit Methanol (0,16-3,2 g, 5-100 mMol), verdunnt mit 
30 Essigester und wascht nacheinander mit gesattigter Ammoniumchlorid- und gesattigter Natriumhydrogen- 
carbonatlosung. Das Rohprodukt wird nach Chromatographie an Kieselgel (Essigester/iso-Hexan-Gradient) 
anschlieGend in trockenem Dichlormethan bei -78° C (8-120 ml) mit Dimethylaminoschwefeltrifluorid (0,36- 
7,09 g, 2,69-53,18 mMol) und N-Bromsuccinimid (0,16-4,73 g, 1,35-26,6 mMol) versetzt und auf Raumtem- 
peratur aufgewarmt. Nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung engt man ein und 
35 trennt die Reaktionsnebenprodukte durch Kieselgelchromatographie (Stufengradient: Essigester/iso-Hexan) 
ab, so daG [17] entsteht (0,33-6,47 g, 0,72-14,4 mMol, ca. 80 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 450. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicoiaou et al. (J. Am. Chem. Soc. 112, 3695 (1990)), bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

40 

3.2 Aufbau des Disaccharids aus dem N-Acetylglucosaminbaustein und dem Galactosebaustein 

1-Thiophenyl-(2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-b^ 
glucopyranose [12] 

45 

Das N-Acetylglucosaminderivat [5] (0,17-4,56 g, 0,35-9,17 mMol) und das Galactosederivat [11] (0,21- 
4,14 g, 0,53-10,4 mMol) werden in Dichlormethan (3-120 ml) gelost, mit Molsieb, 4 A (0,15-7,8 g), 
Silberperchlorat (0,11-5,39, 0,525-26,0 mMol) und Zinn(ll)chlorid (0,1-4,93 g, 0,525-26 mMol) bei 0°C 
versetzt. Nach vollstandiger Reaktion wird abfiltriert und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung 
50 gewaschen. Das Rohprodukt [12] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan- 
Gradienten gereinigt (0,23-5,61 g, 0,26-6,42 mMol, ca. 70 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 874. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicoiaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 
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1 -Thiopheny l-(2,3,4^ri-0-acet^ 
glucopyranose [13] 

[12] (0,23-5,61 g, 0,26-6,42 mMol) werden in Ethanol (3-90 ml) gelost und mil katalytischen Mengen 
5 Tetrakis-(triphenylphosphin)-ruthenium(ll)hydrid (0,005-0,04 g) auf 95°C erwarmt. Nach beendeter Reaktion 
wird abfiltriert, eingeengt, in Methanol (2,5-85 ml) aufgenommen und mit katalytischen Mengen p-Toluolsul- 
fonsaure (0,001-0,08 g) versetzt. Nach vollstandiger Reaktion wascht man mit gesattigter Natriumhydrogen- 
carbonatlosung und erhalt nach Einengen das Rohprodukt [13]. Die Reinigung erfolgt durch Chromatogra- 
phie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten gereinigt (0,2-4,81 g, 0,234-5,78 mMol, ca. 90 
70 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 834. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

75 3.3 Aufbau des Trisaccharids aus dem Disaccharid und dem Fucosebaustein 

1-Thiophenyl-(2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-ben2y 

fucopyranosy l)-(1 -3)]-2-deoxy-2-acetamido-£-D-glucopyranose [18] 

20 [13] (0,2-4,81 g, 0,234-5,78 mMol] werden mit [17] (0,17-4,15 g, 0,37-9,25 mMol) in trockenem 

Diethylether (5-100 ml) gelost und mit Molsieb 4 A (0,1-6,8 g), Silberperchlorat (0,15-3,59 g, 0,702-17,34 
mMol), Zinn(ll)chlorid (0,13-3,29 g, 0,702-17,34 mMol) bis zum Ablauf der Reaktion geruhrt. Anschliefiend 
filtriert man und reinigt das nach Einengen anfallende Rohprodukt [18] durch Chromatographie an Kieselgel 
mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten (0,25-6,2 g, 0,2-4,91 mMol, ca. 85 % Ausbeute). 

25 FAB-MS: M + H + = 1262. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114. 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1 -(6-Aminohexyl)-0-[(-/S-D-Galactopyranosyl)-(1 -4)]-0-[(-a-L-fucopyranosyl)-(1 -3)-]-2-deoxy-2-acetamido-0- 
30 D-glucopyranose [19] 

[18] (0,25-6,2 g, 0,2-4,91 mMol] und 6-Azidohexanol (0,11-2,47 g, 0,4-9,82 mMol) werden in trockenem 
Acetonitril gelost und bei 0°C mit Molsieb, 3 A (0,1-2,5 g), Trifluormethansulfonsauretrimethylsilylester 
(0,01-0,78 g, 0,02-7 mMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird abfiltriert und mit gesattigter 

35 Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Einengen erhalt man das Rohprodukt, das durch Chro- 
matographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,18-4,48 g, 0,13-3,19 
mMol, ca. 65 % Ausbeute). AnschlieBend wird in Methanol/Hydrazinhydrat (1:1) (1-50 ml) aufgenommen 
und bis zur vollstandigen Reaktion auf 80° C erwarmt. Nach Verdampfen des Losungsmittels wird das 
Rohprodukt in Dichlormethan/Methanol (1:1) aufgenommen und bei 0°C mit Acetanhydrid (1,3-40 mMol) bis 

40 zur vollstandigen Reaktion geruhrt. Nach Eindampfen erfolgt die Reduktion des Azids mit Wasserstoff in 
Gegenwart katalytischer Mengen Palladium auf Kohle (10 %) (0,01-1,5 g) in Methanol (0,5-35 ml). Das nach 
Eindampfen anfallende Rohprodukt wird durch Gelchromatographie an Biogel P2 gereinigt [19] (0,06-1,35 g, 
0,09-2,23 mMol, ca.: 70 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 608. 

45 ^-NMR [300 MHz, DMSO]: 7,98 (NH 3 + OAO, 4,92 (Fuc-H-1), 4,65 (HNAc), 4,36 (GlcNAc-H-1), 4,28 (Gal-H- 
1), 4,1-3,35 (m), 3,26 (CH 2 -NH 3 + OAc-), 1,79 (GlcNCOCH 3 )1 ,58-1 ,1 8 (O^ChbH-C^-NHa-^OAc"), 0,99 (Fuc- 
CH 3 )ppm. 

4. Synthese des Tetrasaccharids 

50 

4.1 Synthese der einzelenen Zuckerbausteine 

4.1.1 Synthese des N-Acetylglucosaminbausteins [6] 

55 1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-/9-D-glucopyranose [2] 

D-Glucosaminhydrochlorid [1] (0,216-5,32 g, 1-20 mMol) wird zu einer Natriummethylatlosung (herge- 
stellt aus 0,023-0,56 g Natrium und 1-20 ml Methanol) gegeben, 10 min geschuttelt und von ausgefallenen 
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Natriumchlorid abfiltriert. Das Filtrat wird mit Phthalsaureanhydrid (0,074-1,48 g, 0,5-10 rnMol) 10 min 
geruhrt und dann mit Triethylamin (0,1-2,02 g, 1-20 rnMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird 
das Losungsmittel eingedampft und der Ruckstand unter Kuhlung mit Pyridin (2-40 ml) und Acetanhydrid 
(5-20 ml) versetzt. Nach 16 Std. bei Raumtemperatur wird gieBt man auf Eis und extrahiert das Produkt mit 
5 Dichlormethan. Nach Waschen mit Wasser, verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbo- 
natlosung erhalt man das Rohprodukt, das aus Ether umkristaliisiert wird (0,31-8,02 g, ca. 82 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 454. 
NMR-Daten im Einklang mit R. U. Lemieux et al. (ACS Symp. Ser., 39, 90 (1976)). 

70 1 -Thiophenyl-2-deoxy-2-phthalimido-^-D-g!ucopyranose [5] 

[2] (0,31-8,02 g, 0,68-17,7 rnMol) wird in 3,2-100 ml trockenem Dichlormethan gelost, mit Thiophenol 
(0,15-3,9 g, 1,36-35,4 rnMol) und Zinntetrachlorid (0,35-9,22 g, 1,36-35,4 rnMol) versetzt und bis zur 
vollstandigen Reaktion geruhrt. Nach Verdunnen des Reaktionsgemischs wascht man mit gesattigter 

75 Natriumhydrogencarbonatlosung. Das so erhaltene Rohprodukt wird durch Chromatographie an Kieselgel 
mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt (0,27-7,14 g, 0,54-14,2 rnMol, ca. 80 %). [3] wird in 
wasserfreiem Methanol (3-90 ml) gelost und mit katalytischen Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 
0,002-0,05 g Natrium in 0,1-2 ml Methanol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird mit saurem 
lonenaustauscher (0,2-5 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutralisiert [41 (0,21-5,31 g, 0,54-14,1 rnMol, ca. 80 

20 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 378. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. VI2, 3695 (1990)), bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

25 1 -Thiophenyl-3-0-allyl-6-0-benzyl-2-deoxy-2-phthalimido-^-D-glucopyranose [6] 

Das Rohprodukt [5] (0,21-5,31 g, 0,54-14,1 rnMol) wird in wasserfreiem Acetonitril (3-90 ml) mit 
Benzaidehyddimethylacetal (0,12-3,22 g, 0,81-21,1 rnMol) und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure (4- 
90 mg) bis zum Ende der Reaktion geruhrt. Das nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlo- 

30 sung anfallende Rohprodukt wird in wasserfreiem Dimethylformamid (2,5-85 ml) mit Natriumhydrid (0,02- 
0,51 g, 0,81-21,15 rnMol) und Allylbromid (0,09-2,37 g, 0,75-19,74 rnMol) versetzt. Nach abgeschlossener 
Reaktion versetzt man mit Methanol (0,06-1,55 ml, 2,7-70,5 rnMol), verdunnt mit Essigester und wascht 
nacheinander mit gesattigter Ammoniumchlorid- und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung. Das 
Rohprodukt [5] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten 

35 gereinigt (0,23-5,98 g, 0,46-12,13 rnMol, ca. 86 %) und anschliefiend in trockenem Tetrahydrofuran (3,5-90 
ml) aufgenommen und mit Natriumcyanoborhydrid (0,67-17,7 g, 10,8-282 rnMol) versetzt. AnschlieBend wird 
bis zur abgeschlossenen Reaktion langsam etherischer Salzsaurelosung zugegeben. Nach Filtration wird 
die organische Phase mit Essigester verdunnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung neutral 
gewaschen. Das Rohprodukt [6] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/iso-Hexan- 

40 Gradienten gereinigt (0,17-4,56 g, 0,35-9,17 rnMol, ca. 74 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 416. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. (J. Am. Chem. Soc. 112 , 3695 (1990)), bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

as 4.1 .2 Synthese des Galactosebausteins [11] 

1 -Thiophenyl-2,3,4,6-tetra-0-acetyl-£-D-galactopyranose [8] 

Galactose [7] (0,18-3,6 g, 1-20 rnMol) wird Dichlormethan (5-90 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid 
so (0,75-15,4 g, 7,5-150 rnMol), Triethlyamin (0,8-16,3 g, 8-160 rnMol) und katalytischen Mengen Dimethylami- 
nopyridin (0,01-0,1 g] versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser und extrahiert das 
Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter Salzsaure 
und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan (3,5-110 
ml) gelost und mit Thiophenol (0,22-4,41 g, 2-40 rnMol) und Zinntetrachlorid (0,51-10,28 g, 2-40 rnMol) 
55 versetzt. Nach beendeter Reaktion verdunnt man und erhalt man nach Waschen mit gesattigter Natriumh- 
ydrogencarbonatlosung das Rohprodukt [8], das durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essige- 
ster/iso-Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,374-7,48 g, 0,85-17 rnMol, ca. 85 % Ausbeute). 
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FAB-MS: M + H* = 441. - 
NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et al. (J. Am. Chem. Soc. _M2, 3695 (1990)), bzw. T. J. 
Caulfield, Ph. D. Dissertation, The University of Pennsylvania, 1991. 

5 1-Thiophenyl-4,6-0-benzyliden-/9-D-galactopyranose [9] 

[8] (0,374-7,48 g, 0,85-17 mMol) wird in wasserfreiem Methanol (4-150 ml) gelost und mit katalytischen 
Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 0,003-0,06 g Natrium in 0,1-2,5 ml Methanol) versetzt. Nach 
abgeschlossener Reaktion wird mit saurem lonenaustauscher (0,25-6 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutrali- 
siert und eingedampft. Das erhaltene Reaktionsprodukt wird in wasserfreiem Acetonitril (4,5-150 ml) mit 
Benzaldehyddimethylacetal (0,19-5,05 g, 1,27-33,1 mMol) und katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure (4- 
90 mg] bis zum Ende der Reaktion geruhrt. Nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung 
entsteht das Rohprodukt [9] (0,28-5,51 g : 0,77-15,3 mMol, ca. 90 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 361. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. ah J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1-Thiophenyl-2,3-di-0-acetyl-6-0-benzyl-^-D-galactopyranose [10] 

20 [9] (0,28-5,51 g, 0,77-15,3 mMol] wird Dichlormethan (4-60 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid (0,23- 

4,75 g, 2-40 mMol), Triethlyamin (0,25-5,02 g, 2,46-49,23 mMol) und katalytischen Mengen Dimethylamino- 
pyridin (0,01-0,08 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieflt man auf Eiswasser und extrahiert das Produkt 
mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter Salzsaure und 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Tetrahydrofuran (2,45-130 ml) 
25 gelost und mit Natriumcyanoborhydrid (0,96-25,3 g, 15,4-402,8 mMol). Anschliefien wird bis zur abge- 
schlossenen Reaktion langsam mit etherischer Salzsaurelosung versetzt. Nach Filtration wird die organische 
Phase mit Essigester verdunnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung neutral gewaschen. Das 
Rohprodukt [10] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten 
gereinigt (0,27-5,46 g, 0,62-12,24 mMol, ca. 80 % Ausbeute). 
30 FAB-MS: M + H + = 447. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J- Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1-Fluor-2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-benzyl-^-D-galactopyranose [11] 

[9] (0,27-5,46 g, 0,62-12,24 mMol) wird Dichlormethan (4-60 ml] suspendiert und mit Acetanhydrid 
(0,14-2,91 g, 1,24-24,8 mMol), Triethlyamin (0,15-3,11 g, 1,53-30,53 mMol) und katalytischen Mengen 
Dimethylaminopyridin (0,003-0,04 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser und 
extrahiert das Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter 
Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan 
bei -78°C (5-80 ml) mit Dimethylaminoschwefeltrifluorid (0,25-4,89 g, 1,86-36,7 mMol) und N-Bromsuccini- 
mid (0,11-3,26 g, 0,93-18,36 mMol] versetzt und auf Raumtemperatur aufgewarmt. Nach Waschen mit 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung engt man ein und trennt die Reaktionsnebenprodukte durch 
Kieselgelchromatograpie (Stufengradient: Essigester/iso-Hexan) ab, so daB [11] entsteht (0,21 -4 : 1 4 g, 0,53- 
10,4 mMol, ca. 85 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 399. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

50 4.1.3 Synthese des Fucosebausteins [17] 

1 -Thiopheny l-2,3,4-tri-0-acetyl-/3-L-f ucose [16] 

Fucose [15] (0,16-32,8 g. 1-20 mMol) wird in Dichlormethan (5-90 ml) suspendiert und mit Acetanhydrid 
55 (0,75-15,43 g, 7,5-150 mMol), Triethlyamin (0,8-16,3 g, 8-160 mMol) und katalytischen .Mengen Dimethyla- 
minopyridin (0,01-0,1 g) versetzt. Nach beendeter Reaktion gieBt man auf Eiswasser und extrahiert das 
Produkt mit Dichlormethan. Das Rohprodukt, das durch Waschen des Extrakts mit verdunnter Salzsaure 
und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung erhalten wird, wird in trockenem Dichlormethan (3,5-110 
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ml) gelost und mit Thiophenol (0,22-4,41 g, 2-40 mMol) und Zinntetrachlorid (0,51-10,28 g, 2-40 mMol) 
versetzt Nach beendeter Reaktion verdunnt man und erhalt man nach Waschen mit gesatt.gter Natnumh- 
ydrogencarbonatlosung das Rohprodukt [16], das durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essige- 
ster/iso-Hexan-Gradientengereinigt wird (0,34-6,88 g, 0,9-18 mMol, ca. 90 % Ausbeute). .. . 
FAB-MS: M + H + = 382. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J- Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1 -Thiopheny l-2,3,4-tri-0-benzy l-0-L-f ucose [1 7] 

[16] (0 34-6 88 g 0 9-18 mMol) wird in wasserfreiem Methanol (5-180 ml) gelost und mit katalytischen 
Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 0,005-0,09 g Natrium in 0,2-2,9 ml Methanol) versetzt. Nach 
abgeschlossener Reaktion wird mit saurem lonenaustauscher (0,3-6,7 g Amberlite IR-120, H + -Form) neutra- 
lisiert und eingedampft. Das erhaltene Reaktionsprodukt wird in wasserfreiem Dimethylformamid (5-140 ml) 
mit Natriumhydrid (0,16-3,21 g, 6,75-135 mMol) und Benzylbromid (0,92-18,46 g, 5,4-108 mMol) versetzt. 
Nach abgeschlossener Reaktion versetzt man mit Methanol (0,16-3,2 g, 5-100 mMol), verdunnt mit 
Essigester und wascht nacheinander mit gesattigter Ammoniumchlorid- und gesattigter Natr.umhydrogen- 
carbonatlosung. Das Rohprodukt wird nach Chromatographie an Kieselgel (Essigester/iso-Hexan-Gradient) 
anschlieBend in trockenem Dichlormethan bei -78°C (8-120 ml) mit Dimethylaminoschwefeltnfluond (0,36- 
7 09 g 2,69-53.18 mMol) und N-Bromsuccinimid (0,16-4,73 g. 1.35-26,6 mMol) versetzt und auf Raumtem- 
peratur aufgewarmt. Nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung engt man em und 
trennt die Reaktionsnebenprodukte durch Kieselgelchromatographie (Stufengradient: Essigester/.so-Hexan) 
ab, so daB [17] entsteht (0,33-6,47 g, 0,72-14,4 mMol, ca. 80 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 450. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

4.1 .4 Synthese des Neuraminsaurebausteins [22] 

Methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-benzyl-2,3,5-trideoxy-2,3-dehydro-D-glycero- Q -D-galacto-2- 
nonuldpyranosylonat [21] 

N-Acetylneuraminsaure [20] (0,31-6,18 g, 1-20 mMol) wird in Essigsaureanhydrid (3-100 ml) gegeben 
und mit katalytischen Mengen Schwefelsaure (0,001-0,5 g) versetzt. Nach vollstandiger Reaktion g.eBt man 

35 auf Eiswasser und extrahiert das Rohprodukt mit Essigsaureethylester. Die Extrakte werden mit gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen und eingeengt. Das Rohprodukt wird mit Wasser vermischt 
und anschlieBend mit 1 M Natronlauge versetzt. Nach dem Ablaut der Reaktion wird das Losungsmittel 
entfernt und das Rohprodukt in Dimethylformamid (5-260 ml) aufgenommen. AnschlieBend versetzt man mit 
Natriumhydroxid (0,03-7,2 g, 0,8-180 mMol), Benzylbromid (0,14-30,78 g, 0,8-180 mMol) sowie mil katalyti- 

40 schen Mengen Tetrabutylammoniumjodid (0,005-0,75 g) und erhitzt bis zur abgeschlossenen Reakt.on auf 
60° C Danach versetzt man mit Methanol (1,5-35 ml) und bringt das Reaktionsgem.sch durch Zugabe von 
1M wassriger Salzsaure auf pH 2. Das Rohprodukt erhalt man durch Extraktion mit Essigsaureethylester 
und waschen der Extrakte mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung. Die Reinigung erfolgt durch 
Chromatographie an Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten [21] (0,29-5,77 g, 0,45-9 

45 mMol, Ausbeute ca. 45 %). 

FAB-MS: M + H + = 642. n ^ >A( 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

Chlor-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-benzyl-3,5-dideoxy-3-thiophenyl-D-glycero-a-D-galacto-2- 
nonulopyranosylonat [22] 

[21] (0,29-5,77 g, 0,45-9 mMol) werden in Dichlormethan (2,5-80 ml) mit Phenylsulfenylchlorid verletzt. 
Nach Ablaut der Reaktion wascht man mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und engt ein. Das 
Rohprodukt [22] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten 
gereinigt (0,29-5,83 g, 0,36-7,2 mMol, ca. 80 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 810. ^ 
NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
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D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

4.2 Aufbaus des Disaccharids aus dem N-Acetylglucosaminbaustein und dem Galactosebaustein 

5 1-Thiophenyl-(2,3,44ri-0-acetyl-6-0-benzy^^ 
Glucopyranose [12] 

Das N-Acetylglucosaminderivat [5] (0,17-4,56 g, 0,35-9,17 mMol) und das Galactosederivat [11] (0,21- 
4,14 g, 0,53-10,4 mMol) werden in Dichlormethan (3-120 ml) gelost, mit Molsieb, 4 A, (0,15-7 : 8 g), 
70 Silberperchlorat (0,11-5,39; 0,525-26 mMol) und Zinn(ll)chlorid (0,1-4,93 g, 0,525-26 mMol) bei 0°C versetzt. 
Nach vollstandiger Reaktion wird abfiitriert und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. 
Das Rohprodukt [12] wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten 
gereinigt (0,23-5,61 g, 0,26-6,42 mMol, ca. 70 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 874. 

75 NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am: Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1-Thiophenyl-(2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-benzyl-/S-D-galactopyranosyl)-(1-4)-2-deoxy-2-atetamido-^-D^ 
glucopyranose [13] 

20 

[12] (0,23-5,61 g, 0,26-6,42 mMol) werden in Ethanol (3-90 mi) gelost und mit katalytischen Mengen 
Tetrakis-(triphenylphosphin]-ruthenium(II)hydrid (0,005-0,04 g) auf 95°C erwarmt. Nach beendeter Reaktion 
wird abfiitriert, eingeengt, in Methanol (2,5-85 ml) aufgenommen und mit katalytischen Mengen p-Toluolsul- 
fonsaure (0,001-0,08 g) versetzt. Nach vollstandiger Reaktion wascht man mit gesattigter Natriumhydrogen- 
25 carbonatlosung und erhalt nach Einengen das Rohprodukt [13]. Die Reinigung erfolgt durch Chromatogra- 
phie an Kieselgel mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten gereinigt (0,2-4,8 g, 0,234-5.78 mMol, ca. 90 
% Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 834. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
30 D. Dissertation, University, of California, San Diego, 1993. 

4.3 Aufbau des Trisaccharids aus dem Disaccharid und dem Fucosebaustein 

1-Thiophenyl-(2,3,4-tri-0-acetyl-6-0-benzyl-^-D-Galactopyranosyl)-(1-4)-[(2,3,4-tri-0-benzyl-a-L- 
35 fucopyranosyl)-(1-3)]-2-deoxy-2-acetamido-^-D-glucopyranose [18] 

[13] (0,2-4,81 g, 0,234-5,78 mMol) wird mit [17] (0,17-4,15 g, 0,37-9,25 mMol) in trockenem Diethylether 
(5-100 ml) gelost und mit Molsieb, 4 A, (0,1-6,8 g), Silberperchlorat (0,15-3,59 g, 0,702-17,34 mMol), Zinn- 
(li)chlorid (0,13-3,29 g, 0,702-17,34 mMol) bis zum Ablaut der Reaktion geruhrt. AnschlieBend filtriert man 
40 und reinigt das nach Einengen anfallende Rohprodukt [18] durch Chromatographie an Kieselgel mit einem 
Essigester/isoHexan-Gradienten (0,25-6,2 g, 0,2-4,91 mMol, ca. 85 % Ausbeute). 

FAB-MS: M + H + = 1262. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); C. W: Hummel, Ph. 
D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

45 

4.4 Aufbau des Tetrasaccharids aus dem Trisaccharid und dem N-Acetylglucosaminbaustein 

1-(o-Nitrobenzyl)-(6-0-benzyl-/S-D-Galactopyranosyl)-(1-4)-[(2,3,4-tri-0-benzyl-a-L-tucopyranosyl)-( 
deoxy-2-acetamido-^-D-glucopyranose [23] 

50 

[18] (0,25-6,2 g, 0,2-4,91 mMol) wird in trockenem Dichlormethan bei -78°C (3-85 ml) mit Dimethylami- 
noschwefeltrifluorid (0,08-1,93 g, 0,6-14,73 mMol) und N-Bromsuccinimid (0,05-1,23 g, 0,28-6,87 mMol) 
versetzt und auf Raumtemperatur aufgewarmt. Nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlo- 
sung engt man ein und trennt die Reaktionsnebenprodukte durch Kieselgelchromatographie (Stufengradient: 
55 Essigester/iso-Hexan) ab [22] (0,33-6,47 g, 0,72-14,4 mMol, ca. 80 % Ausbeute). Das Reaktionsprodukt wird 
in Dichlormethan gelost und mit o-Nitrobenzyialkohol (0,08-1,88 g, 0,5-12,28 mMol), Molsieb, 4 A, (0,1-7,5 
g), Silbertrifluormethansulfonat (0,18-4,42 g, 0,7-17,19 mMol), Hafnocendichlorid (0,27-6,53 g, 0,7-17,19 
mMol) bei -78° C versetzt und auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen. Nach Abfiltrieren wascht man mit 

41 



EP 0 601 417 A2 



10 



35 



gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und engt ein. Das so erhaltene Rohprodukt wird durch Chroma- 
tographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient) in trockenem Methanol (3-80 ml) gelost und mit 
katalytischen Mengen Natriummethylat (hergestellt aus 0,001-0,09 g Natrium in 0,2-2,5 ml Methanol) 
versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion wird mit saurem lonenaustauscher (0,2-6,5 g Ambeflite IR-120, 
H + -Form] neutralisiert. Nach Eingedampft erhalt man [23]. 

FAB-MS: M + H + = 1186. ,^ n » r~ va/ 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1-(0-N-Nitrobenzyl)-[(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-0-benzyl-3,5-dideoxy-D-glycero-a-D-galacto-2- 
nonulopyranosylonatyl)-(2-3)-(6-0-benzyl-/3-D-Galactopy ranosyl)-<1-4)H2,3,4-tri-0-benzyl-a-L- 
f ucopyranosy I)-(1 -3)]-2-deoxy-2-acetamido -0-D-glucopyranose [24] 

Das erhaltene Reaktionsprodukt [23] wird mit [22] (0,1-2,81 g, 0,12-3,47 mMol) in Tetrachlorkohlenstoff 
qelost bei 0°C mit Molsieb, 4 A, (0,08-0.7 g), Quecksilber(ll)cyanid (0.13-2.67 g, 0,36-10,43 mMol) und 
Quecksilber(ll)bromid (0,14-1,25 g, 0,12-3,47 mMol) versetzt und langsam auf Raumtemperatur aufgewarmt 
Nach Waschen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung wird eingeengt und das Rohprodukt durch 
Chromatographie mit einem Essigester/isoHexan-Gradienten an Kieselgel gereinigt [24] (0,14-3,36 g, 0,07- 
1,72 mMol, ca. 35 % Ausbeute). 
20 FAB-MS: M + H + = 1959. 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego, 1993. 

1-Fluor-[(methyl-5-acetamido-4,7.8,9-tetra-0-benzyl-3,5-dideoxy-D-glucero-a-D-galacto-2- 
nonulopyranosylonatyl)-(2,3)-(6-0-benzyl-2.4-di-0-acetyl-/S-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(2,3,4-tr,-0-benzyl-a-L- 

fucopyranosyl)-(1-3)-2-deoxy-2-acetamido-/S-D-glucopyranose 

[241 (0 14-3 36 g 0 07-1,72 mMol) wird in Essigsaureanhydrid (0.5-10 ml) und Pyridin (0*5-10 ml) 
gelost und mit' katalytischen Mengen Dimethylaminopyridin (0,001-0,1 g) versetzt. Nach vollstandiger 
Reaktion gieBt man auf Eiswasser und extrahiert das Rohprodukt mit Essigsaureethylester. AnschlieBend 
wascht man nacheinander mit verdunnter Salzsaure und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung. Das 
Reaktionsprodukt wird in einem I0:1-Tetrahydrofuran-Wasser-Gemisch (0,5-30 ml) aufgenommen und be. 
0°C mit einer UV-Lampe bestrahlt. Nach Ablauf der Reaktion wird eingeengt, in Toluol (0,5-60 ml) 
aufgenommen und mit Triphenylzinnhydrid (0,25-6,04 g; 0,7-17.2 mMol) sowie Azoisobutyronitnl (0.01-0,25 
g 0 06-1 55 mMol) am RuckfluB erhitzt. Nach Ablauf der Reaktion wird eingeengt und das Reakl.onsprodukt 
an Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten chromatographiert (0,036-0,92 g, 0,02-0,52 
mMol, ca. 30 % Ausbeute). 

NMR-Daten im Einklang mit K. C. Nicolaou et. al. J. Am. Chem. Soc. 114, 3127 (1992)); bzw. C. W: 
40 Hummel, Ph. D. Dissertation, University of California, San Diego. 1993. . 

Das gereinigte Produkt wird in trockenem Dichlormethan (0,1-10 ml) gelost und bei -78 C mit 
Diethylaminoschwefeltrifluorid (0,016-0,41 g, 0,12-3,1 mMol) versetzt. Nach abgelaufener Reakt.on extrahiert 
man mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und erhalt das Rohprodukt [25] nach Bnengen, das 
durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten gereinigt wird. 

1-(6-Aminohexyl)-0-[(methyl-5-acetamido-3,5-dideoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosylonatyl)-(2-3)- 
(-^-D-Galactopyranosyl)-(1-4)]-(a-L-fucopyranosyl)-(1-3)-2-deoxy-2-acetamido-^-D-glucopyranose [26] 

[25] und 6-Azidohexanol (0,017-0,44 g, 0,12-3,1 mMol) werden in trockenem Acetonitril gelost und bei 
0°C mit Molsieb 4 A (0,06-1,5 g), Trifluormethansulfonsauretrimethylsilylester (0,001-1,14 g, 0,005-5,1 
mMol) versetzt. Nach abgeschlossener Reaktion_wird abfiltriert und mit gesattigter Natriumhydrogencarbo- 
natiesung gewaschen. Nach Einengen erhalt man das Rohprodukt das durch Chromatographie an Kieselgel 
mit einem Essigester/iso-Hexan-Gradienten gereinigt wird (0,021-0,51 g, 0,01-0,27 mMol, ca. 55 % Ausbeu- 
te) AnschlieBend wird in Methanol/Hydrazinhydrat (1:1) (1-30 ml) aufgenommen und bis zur vollstand.gen 
Reaktion auf 80° C erwarmt. Nach Verdampfen des Losungsmittels wird das Rohprodukt m Dichlorme- 
than/Methanol (1:1) aufgenommen und bei 0°C mit Acetanhydrid (0,03-4.1 mMol) bis zur vollstand.gen 
Reaktion geruhrt. Nach Eindampfen erfolgt die Reduktion des Azids mit Wasserstoff m Gegenwart 
katalytischer Mengen Palladium auf Kohle (10 %) (0,001-0.15 g) in Methanol (1-45 ml). Das nach 
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Eindampfen anfallende Rohprodukt wird durch Gelchromatographie an Biogel P2 gereinigt [26] (0,0064-0,17 
g, 0,007-0,18 mMol, ca. 65 % Ausbeute). 
FAB-MS: M + H + = 920. 

1 H-NMR.[300 MHz, D 2 0]: 4,92 (Fuc-H-1), 4,36 (GlcNAc-H-1 ), 4,28 (Gal-H-1), 4,1-3,35 (m), 3,29 (CH 2 - 
5 NH 3 + OAc-), 2,19 (NANA-H-3eq.), 1,93 (NANA-NCOCH 3 ), 1.81 (GlcNCOCH 3 ), 1,77 (NANA-H-3ax.), 1,58-1,18 
(0-(CH2)5-CH 2 -NH 3 "OAc-), 0,99 (Fuc-CH 3 ) ppm. 

Umsetzung des Polymers mit dem Wirkungsverstarker einerseits und des Kohlenhydratanteils mit dem 
bifunktionellen Spacer andererseits unter Ausbildung kovalenter Bindungen. 

10 5. Poly-D,L-succinimid-co-aspartamido-C6-GlcNAc (Belegungsgrad: 12 %) (= Poly-D,L-succinimid-co-a,£- 
D,L-aspartamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-£-D-Glucopyranose) 

PSI (1 g, 10,3 jjLmol, MW: 24.200) wird in DMF ( = Dimethylformamid, 4 ml, getrocknet u. dest.) 
vorgelegt und mit 1-(6-Aminohexyl)-2-deoxy-2-acetamido-)S-D-glucopyranose (H 2 N-C 6 -GlcNAc) (0,45 g, 1,41 
75 rnmol) in 4 ml DMF versetzt. Der Ansatz wird 4 Std. bei Raumtemperatur unter N 2 geruhrt. Danach wird in 
80 ml 1-Butanol gefallt und das erhaltene Polymer mit Methanol gewaschen. Nach einer zweiten Fallung 
aus DMF in 1-Butanol wird erneut mit Methanol gewaschen und anschlieGend im Olpumpenvakuum 
getrocknet. 

Ausbeute: 1,2 g (86 %) 
20 Substitutionsgrad (DS) laut NMR: 12 % 

6. PHEA-co-aspartamido-Ce-GlcNAc (Belegungsgrad: 12 %) (= Poly-a,/S-(2-hydroxyethyl)-D,L-aspartamid- 
co-a,^-D,L-aspartamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-/3-D-Glucopyranose) 

25 PSI-co-aspartamido-Ce-GlcNAc aus Beispiel 5 (0,8 g, 5,9 amol) wird in 6 ml DMF gelost und mit frisch 

dest. Hydroxyethylamin (325 mg, 5.3 rnmol) versetzt. Nach 4 Std. Ruhren unter N 2 bei Raumtemperatur 
wird in 1-Butanol gefallt. Das erhaltene weiBe, flockige Polymer wird mit Methanol gewaschen, in H 2 Q 
gelost und gefriergetrocknet. Nach der zweiten Fallung aus DMF/H 2 0 (15:1) in 1-Butanol wird das Produkt 
erneut mit Methanol gewaschen und aus H 2 0 gefriergetrocknet. 

30 Ausbeute: 1 g (90 %) 

DS laut NMR: 12 % H 2 N-C e -GlcNAc, 88 % HEA 

1 H-NMR (300 MHz, D 2 0): 1,3 (-(CH 2 ) 2 -), 1,5 (-CH 2 -CH 2 -NHCO- und -CH 2 -CH 2 -0-GlcNAc), 2,04 
(GlcNCOCH 3 ), 2,8 (Asp. -CH 2 -CO), 3,35 (-CONH-CH 2 -CH 2 -OH), 3,65 (-CONH-CH 2 -CH 2 -OH), 4,5 (GlcNAc- 
H-1), 4,7 (Asp. -CH(NH-)-CO). 

35 

7. Poly-succinimid-co-HEA-co-aspartamido-Ce-GlcNAc (Belegungsgrad: 12 %) (= Poly-D,L-succimid-co- 
a,^-(2-hydroxyethyl)-D,L-aspartamid-co-D,L-aspartamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-/S-D-Glucopyranose 

PSI-co-aspartamido-C&-GlcNAc aus Beispiel 5 (0,4 g, 3 umol) und Hydroxyethylamin (0,1 g, 1,6 rnmol) 
40 werden analog Beispiel 6 umgesetzt. 
Ausbeute: 380 mg (78 %) 
DS laut NMR: 53 % HEA, 12 % H 2 N-C 6 -GlcNAc 

8. Poly-succinimid-co-aspartamido-C&-GlcNAc (Belegungsgrad: 22 %) (= Poiy-D^-succimid-co-a./S-D.L- 
45 aspartamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-^-D-Glucopyranose) 

Analog zu Beispiel 5 werden 0,32 g (3,3 rnmol) PSI mit 0,3 g (1,0 rnmol) H 2 N-C G -GlcNAc zur Reaktion 
gebracht und durch Fallung aufgearbeitet. 
Ausbeute: 400 mg (72 %) 
50 DS laut NMR: 22 % 

9. Poly-succinimid-co-HEA-co-aspartamido-C 6 -GlcNAc (Belegungsgrad: 22 %) (= Poly-D,L-succimid-co- 
a,)S-(2-hydroxyethyl)-D,L-aspartamid-co-D,L-aspartamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetoamido-/S-D- 
Glucopyranose) 

55 

PSI-co-aspartarnido-Cs-GlcNAc aus Beispiel 8 (0,4 g, 2,39 rnmol) und Hydroxyethylamin (0,1 g, 1,67 
rnmol) werden analog zu Beispiel 6 umgesetzt. 
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Ausbeute: 410 mg (84 %') 
DS laut NMR: 22 % 4, 60 % HEA 

10. Poly-HEA-co<3-dimethylamino-1-propyiam (Belegungsgrad: 12 

5 %) (= Poly-a,^-(2-hydroxyethyl)-D 1 L-aspartamid-co-a,^-(3-dimethylamino^-propylamido^ 
D : L-aspartamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-£-D-Glucopyranose) 

PSI (0,1 g, 1,0 umol) wird in 1 ml DMF gelost, mit H 2 N-C6-GicNAc (45 mg, 0,14 mmol) und 
Hydroxyethylamin 12 mg, 0,2 mmol) versetzt. Nach 3 Std. bei 35 °C wird frisch dest. 3-Dimethylamino-1- 
70 propylamin (105 mg, 0,1 mmol) und nach weiteren 3 Std. bei 35 * C Hydroxyethylamin (37 mg, 0,6 mmol) 
zugegeben. Der Ansatz wird 3 Std. geruhrt und analog Beispiel 6 aufgearbeitet. 

Ausbeute: 160 mg (82 %) 
DS laut NMR: 78 % HEA, 10 % Dimethylaminopropylamid, 12 % H 2 N-C 6 -GlcNAc 

15 11. Poly-HEA-co-4-aminobutyl-1-amidoaspartamid-co-aspartamido-C 6 -GlcNAc (Belegungsgrad: 12 %) ( = 
Poly-a,/8-(2-hydroxyethyl)-D,L-aspartamid-c^^ 
6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-j8-D-Glucopyranose) 

PSI (0,75 g, 7,7 umol) wird in getrocknetem und dest. DMF (150 ml) gelost, mit 1 ,4-Diaminobutan (34 
20 mg, 0,39 mmol) versetzt und 2 Tage bei Raumtemperatur geruhrt. Im Olpumpenvakuum wird bis auf ca. 1 
ml eingeengt, mit H 2 N-C 6 -GlcNAc (34 mg, 1,1 mmo!) versetzt und 3 Std. bei 35 0 C geruhrt. Nach Zugabe 
von Hydroxyethylamin (0,47 g, 7,7 mmol) wird weitere 3 Std. bei 35 e C geruhrt und anschlieBend analog 
Beispiel 6 aufgearbeitet. 

Ausbeute: 100 mg (70 %) 
25 DS laut NMR: 83 % HEA, 12 % H 2 N-C6-GlcNAc, 5 % Diaminobutan 

1 2. Poly-HEA-co-aspartamido-Ce-LacNAc ( = Poly-a,^-(2-hydroxyethyl)-D,L-aspartamid-co-D,L-aspartamido- 
6-hexyl-0-(/S-D-Galactopyranosyl)-(1-4)-2-deoxy-2-acetamido-j8-D-glycopyranose) 

30 PSI (70 mg, 0,72 umol) wird in 0,5 ml DMF gelost, mit einer Losung von Hydroxyethylamin (9 mg, 

0,147 mmol) und H 2 N-C&-LacNAc (41 mg, 0,086 mmol) in 0,5 ml DMF/NMP (10:1) versetzt und bei 35*C 6 
Std. geruhrt. Nach Zugabe von Hydroxyethylamin (35 mg, 0,58 mmol) wird weitere 3 Std. geruhrt. Die 
Aufarbeitung erfolgt analog Beispiel 6. 
Ausbeute: 90 mg (66 %) 

35 DS laut NMR: 93 % HEA, 7 % H 2 N-C 6 -LacNAc 

1 H-NMR (300 MHz, D 6 DMSO): 1,2 (-(CH 2 ) 2 -), 1 A (-CH 2 -CH 2 -NHCO- und -CH 2 -CH 2 -0-LacNAc), 1,80 
(GlcNCOCH 3 ), 3,15 (-CONH-CH 2 -CH 2 -OH), 4,2 (Gal-H-1), 4,3 (GlcNAc-H-1), 4,7 (Asp. -CH(NH-)-CO). 

13. Poly-HEA-co-aspartamido-Ce-Sialyi Lewis X (= Poiy-a^-(2-hydroxyethy!)-D,L-aspartamid-co-D,L-aspar- 
40 tamido-6-hexyl-0-[(methyl-5-acetamido-3,5-dideoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosylonatylH2-3)- 

(^-D-Galactopyranosyl)-(1-4)]-(a-L-fucopyranosyl)-(1-3)-2-deoxy-2-acetamido-jS-D-glucopyranose) 

PSI (70 mg, 0,72 umo!) wird in 0,5 ml DMSO gelost, mit Hydroxyethylamin (18 mg, 0,3 mmo!) versetzt 
und 2 Std. bei 35 *C geruhrt. Verbindung Nr. 26 (s. S. 91) (46 mg, 0,05 mmol) wird mit Triethylamin (5 mg) 
45 in 0,2 ml H 2 0 gelost, zum Polymeransatz gegeben und 6 Std. bei 35 °C geruhrt. Danach laBt man unter 
Zugabe von H 2 0 mit zusatzlichem Hydroxylamin (27 mg, 0,45 mmol) weitere 4 Std. reagieren. Die 
Aufarbeitung erfolgt analog Beispiel 6. 

Ausbeute: 92 mg (64 %) 
DS laut NMR: 95 % HEA, 5 % Verbindung Nr. 26 

50 

14) Poly-L-Lysin-(2-hydroxyethyl)amid-co-L-lysinamido-C6-GlcNAc-fumaramid (Belegungsgrad: 13 %) ( = 
. Poly-L-Lysin-(2-hydroxyethyl)-amid-co-L-lysinamido-6-hexyl-2-deoxy-2-acetamido-jS-D-Glucopyranose- 
fumaramid) 

55 Poly-L-Lysinmethylester-fumaramid (240 mg, 1 umol) wird in 5 ml DMSO bei 80 *C gelost. Nach 

Abkuhlung auf Raumtemperatur wird mit H 2 N-C 6 -GlcNAc (48 mg, 0,15 mmol) versetzt und 4 Std. bei 35 *C 
geruhrt. Hydroxyethylamin (101 mg, 1 mmol) wird zugegeben und der Ansatz fur weitere 3 Std. bei 
Raumtemperatur geruhrt. Zur Aufarbeitung wird zweimal in Aceton gefallt und aus H 2 0 gefriergetrocknet. 
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Ausbeute: 166 mg (55 %) 
DS laut NMR: 87 % HEA, 13 % H 2 N-C e -GlcNAc 

Patentanspruche , 

5 

1. Physiologisch vertraglicher und physiologisch abbaubarer Kohlenhydratrezeptorblocker auf Polymerba- 
sis mit einem HLB'-Wert von 10 bis 20 enthaltend: 

Kohlenhydratanteil - bifunktionellen Spacer - hydrophiles, biodegradabeles Polymer - Wirkungsverstar- 
ker, 

70 wobei der aus 1 bis 20 naturlich vorkommenden gleichen Oder verschiedenen Monosaccharidbaustei- 

nen bestehende Kohlenhydratanteil via ein oder mehrere bifunktionelle Spacer, der ein naturliches oder 
synthetisches Molekul ist, an ein hydrophiles, biodegradabeles Polymer gekoppelt ist, wobei das 
Polymer seinerseits Trager ein oder mehrerer Spacer ist und das hydrophile, biodegradable Polymer 
auBerdem mit dem Wirkungsverstarker verbunden ist, welcher ein Vernetzer, ein oder mehrere 

75 Gruppen mit hydrophoben, hydrophilen oder ionischen Eigenschaften oder ein Loslichkeitsverbesserer 

ist. 

2. Physiologisch vertraglicher und physiologisch abbaubarer Kohlenhydratrezeptorblocker auf Polymerba- 
sis mit einem HLB*-Wert von 10 bis 20, erhaltlich durch kovalente chemische, chemoenzymatische 

20 und/oder enzymatische Verknupfung der folgenden Komponenten: 

- Kohlenhydratanteil aus 1-20 naturlich vorkommenden, gleichen oder verschiedenen Monosaccha- 
rid-Bausteinen, 

- bifunktionellem Spacer, der ein naturliches oder synthetisches Molekul ist, 

- hydrophiles, biodegradabeles Polymer sowie 

25 - Wirkungsverstarker, der ein Vernetzer, ein oder mehrere Gruppen mit hydrophoben, hyrophilen 

oder ionischen Eigenschaften oder ein Loslichkeitsverbesserer ist. 

3. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB sein Molekularge- 
wicht £ 70 kd ist. 

30 

4. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der HLB*-Wert des 
Polymers 14 bis 20 ist. 

5. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Belegungsgrad 
35 des Polymers mit dem Kohlenhydratanteil via Spacer zwischen 0,5 und 50 % liegt. 

6. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Kohlenhydrat- 
anteil Bestandteil von Glycoproteinen, Glycolipiden oder Proteoglycanen auf Virus- oder Zelloberfia- 
chen ist. 

40 

7. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi der Kohlenhydrat- 
anteil aus 1-15 naturlich vorkommenden gleichen oder verschiedenen Monosaccharidbausteinen be- 
steht, die substituiert und/oder unsubstituiert sind. 

45 8. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1, 2, oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB substituierte 
Monosaccharidbausteine mit einer Kohlenstoffkette, die langer als 6 C-Atome ist, verwendet werden. 

9. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1, 2 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Kohlenh- 
ydratanteil Sialyl-Lewis X, Sialyl-Lewis A Oder VlM-2 ist. 

50 • - 

10. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der bifunktionelle 
Spacer die fofgende Formel hat: (Kohlenhydratanteil)-Ai-[B-Cx] y -D 2 -A 2 -(biodegradables, hydrophiles 
Polymer-Wirkungsverstarker), 

wobei 

55 x fur 0 oder 1 ; 

y fur 1, 2, 3, 4, 5, 6 oder 7; 

z fiir 0 oder 1 steht, mit der Mafigabe, daB z nur 1 sein kann, wenn x = 1 ist; 

B, D gleich oder verschieden sind und Alkylen mit 0 bis 30 C-Atomen, die geradkettig, verzweigt oder 

45 
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mono- Oder bicyclisch sein konnen, unsubstituiert Oder substituiert sind, Einfach- und/oder Doppelbin- 

dungen Oder 1 bis 3 aromatische Ringe bedeutet, 

C einen Substituenten der folgenden Formel bedeutet: 

n 0 0 0 S S 

n m n ii ii I' 

= 0— . C-0-. -C-M, N-C-0-, N-C-N- -N-C-0-. N-C-N-; 

I 2 R 2 r* R 2 R 2 R 2 R 2 R 2 



wobei R 2 Wasserstoff, Methyl-, Ethyl-, Benzyl-, Propyl-, Aceyl- oder Benzoylgruppe unabhangig 
voneinander bedeuten kann; 
75 die durch den Substituenten y definierten, repetitiven Einheiten gleich oder verschieden sein konnen; 

Ai und A 2 gleich oder verschieden sind und aus der kovalenten Verknupfung von je einer reaktiven mit 
einer aktivierten Gruppe entstehen. 

11. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1, 2 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB B oder D 
20 unabhangig voneinander 0 bis 15 OAtome bedeuten. 

12. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1, 2 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafl C einen 
Substituenten der folgenden Formel bedeutet: 

Bevorzugt sind = 



25 



30 



o o o 

II l-l 'I 

-0- -C-0-. -C-N-; -N-C-0-; 

I I 
R 2 R 2 



wobei R 1 die schon genannten Bedeutungen haben kann. 

35 

13. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daQ das hydrophile, 
biodegradabele Polymer aus wenigstens zwei gleichen oder verschiedenen Monomerbausteinen be- 
steht, die linear, verzweigt, ringformig, sternformig oder kugelformig miteinander verknupft sind. 

40 14. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daG Polycarbonate, Polye- 
ster, Polyamide, Polyanhydrid, Polyiminocarbonate, Polyanhydride, Polyorthoester Polydioxanone, Po- 
lyphosphazene, Polyhydroxycarbonsauren, Polyaminosauren, oder Polysaccharide verwendet werden. 

15. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daG der Wirkungsver- 
45 starker ein intramolekularer Vernetzer, eine hydrophobe, hydrophile oder ionische Gruppe oder ein 

Loslichkeitsverbesserer ist. 

16. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1, 2 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirkungs- 
verstarker die folgende Formel hat: (hydrophiles, biodegradables Polymer) 

50 



A,-[B-C x l v D z -A 2 - 

55 

wobei 

x fur 0 oder 1 ; 
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y ftir 1 , 2; 

2 fur 0 Oder 1 steht, mit der MaBgabe, daS z nur 1 sein kann, wenn x = 1 ist; 

B, D gleich oder verschieden sind und Alkylen mit 0 bis 20 C-Atomen, die geradkettig, verzweigt 
Oder mono- oder bicyclisch sein konnen, unsubstituiert Oder substituiert sind, Einfach- und/oder 
Doppelbindungen oder 1 bis 2 aromatische Ringe bedeutet, 

C einen Substituenten der folgenden Formel bedeutet: 



0 
II 

c-o- . 



0 o 

II II 

— N — , -C-N , N-C-0- 
I I I 



OSS 

II II II 

N-C-N- -N-C-0-. N-C-N- 
I I I II 



wobei R 7 unabhangig voneinander Wasserstoff, Methyl-, Ethyl-, Benzyl-, Propyl- oder Acetylgruppe 
bedeuten konnen; 

die durch den Substituenten y definierten, repetitiven Einheiten gleich oder verschieden sein 
konnen; 

Ai und A2 gleich oder verschieden sind und aus der kovalenten Verknupfung von je einer reaktiven 
mit einer aktivierten Gruppe entstehen. 

17. Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1, 2, 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB C einen 
Substituenten der folgenden Formel bedeutet: 
Bevorzugt sind = 



0 0 0 

il II II 

-0- , -C-0- , -C-N-; -N-C-0-; 



wobei R 7 die schon genannten Bedeutungen hat. 



18. Arzneimittel, enthaltend Kohlenhydratrezeptorblocker nach Anspruch 1 oder 2 und gegebenenfalls 
pharmazeutische Trager. 

19. Verfahren zur Herstellung eines physiologisch vertraglichen und physiologisch abbaubaren Kohlenh- 
ydratrezeptorblockers auf Polymerbasis mit einem HLB*-Wert von 10 bis 20 nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB Kohlenhydratanteil, bifunktioneller Spacer, hydrophiles, biodegradabeles Polymer 
und Wirkungsverstarker enzymatisch, chemisch und/oder chemoenzymatisch verknupft sind. 

20. Verfahren zur Herstellung eines Kohlenhydratrezeptorblockers nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Synthese durch Bildung einer kovalenten Bindung zwischen Kohlenhydratanteil und 
bifu'nktionellem Spacer, anschliefiender kovalenten Verknupfung des Kohlenhydratanteil-Spacer-Kom- 
plexes mit dem biodegradablen, hydrophilen Polymer und abschlieBender kovalenter Verknupfung des 
Kohlenhydratanteil-Spacer-Polymer-Komplexes mit dem Wirkungsverstarker erfolgt. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Kohlenhydratrezeptorblockers nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Synthese durch Umsetzung des biodegradablen, hydrophilen Polymers mit dem 
Wirkungsverstarker einerseits und des Kohlenhydratanteils mit dem bifunktionellen Spacer andererseits 
unter Ausbildung kovalenter Bindungen unter anschliefiender kovalenter Verknupfung des Polymer- 
Wirkungsverstarker-Komplexes mit dem Kohlenhydratanteil-Spacer-Komplex. 

22. Verwendung eines Kohlenhydratrezeptorblockers nach Anspruch 1 oder 2 zur Herstellung eines 
Arzneimittels mit diagnostischer, therapeutischer oder prophylaktischer Anwendung bei der Bekamp- 
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lung von Krankheiten, bei welchen bakterielie Oder virale Infektionen sowie metastasierende Tumore 
und entzundliche Prozesse involviert sind. 
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